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1 Einleitung 
Hyaliner Knorpel ist für die Homöostase von Gelenken von zentraler Bedeu-
tung. Er besitzt einzigartige mechanische Eigenschaften und gewährleistet bei 
Unversehrtheit eine nahezu reibungs- und schmerzlose Bewegungsfreiheit. 
Hochspezialisierte, ortsansässige Chondrozyten produzieren die Knorpelmatrix 
bestehend aus Kollagenen, Proteoglykanen und weiteren nichtkollagenen 
Proteinen und sorgen für einen lebenslangen Ersatz degradierter Matrixmole-
küle. Mit zunehmendem Lebensalter sinkt die Fähigkeit der Chondrozyten das 
Knorpelgewebe funktionstüchtig zu halten und das Risiko der Degeneration der 
für die Funktionalität wichtigen Knorpeloberfläche steigt.1 Klinischer Endpunkt 
dieses Prozesses – der Arthrose – sind Schmerzen und Bewegungsein-
schränkung.2 Als letzte Therapieoption steht bei komplettem Knorpelverlust 
heutzutage häufig lediglich der endoprothetische Oberflächenersatz zur 
Verfügung.3  
Neben der dargestellten altersabhängigen primären Arthrose, der eine multi-
faktorielle Genese zugesprochen wird – darunter auch die Seneszenz von 
Chondrozyten4 – existiert eine sekundäre Form der Arthrose, die auf Fehlbe-
lastungen bzw. unphysiologisch hoher Belastung der Gelenke beruht. Neben 
Übergewicht als wichtigem Risikofaktor entsteht sie meist nach traumatischen 
oder seltener atraumatischen (osteo-)chondralen Defekten.2 Denn trotz der 
komplexen Struktur zeichnet sich Knorpelgewebe durch fehlende vaskuläre, 
lymphatische und nervale Versorgung aus – eine häufig angeführte Ursache 
für die fehlende oder unbefriedigende Selbstheilungsfähigkeit von Knorpel.5, 6 
Untherapiert führen (osteo-)chondrale Defekte zu einer veränderten Bio-
mechanik und unphysiologischen Belastungen, die weiteren Knorpelverlust zur 
Folge haben und nach einer mehrjährigen Latenz in das Endstadium der 
Arthrose münden. 
Die Arthrose ist dabei unabhängig von der Ätiologie die häufigste Gelenker-
krankung weltweit und die verursachten volkswirtschaftlichen Kosten sind 
enorm.7 Allein in Deutschland beliefen sich die direkten Gesundheitskosten 
2008 auf 7,6 Milliarden Euro, was einem Anstieg von fast 10% seit 2002 ent-
spricht.8 Dazu kommen die sozioökonomischen Belastungen durch beispiels-
weise Arbeitsunfähigkeit oder Frühverrentung. Neben der drastisch 
eingeschränkten Lebensqualität der betroffenen Patienten erfordern somit 
auch gesundheitsökonomische Überlegungen verbesserte Therapieoptionen, 
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um die Progredienz der sekundären Arthrose nach traumatischen oder anders-
artigen Knorpeldefekten zu verhindern und zukünftig auch die Genese der 
primären Arthrose in frühen Stadien mit zellbasierten Methoden zu behandeln, 
um einen künstlichen Gelenkersatz möglichst zu verhindern oder zumindest zu 
verzögern. 
1.1 Therapie von (osteo-)chondralen Defekten 
In den letzen 60 Jahren wurden verschieden Techniken entwickelt, um dem 
Problem der fehlenden Selbstheilung von (Knochen-)Knorpeldefekten zu be-
gegnen. Im Gegensatz zu palliativen Techniken wie der arthroskopischen 
Lavage oder Debridement, die oft nur eine Schmerzreduktion und kurzfristige 
Wiederherstellung der Beweglichkeit erzielen,9–11 ist das Ziel von reparativen 
und regenerativen Verfahren eine Knorpelheilung, um die Progression der 
Arthrose zu verhindern.5 
Markraumeröffnende Verfahren wie die Abrasionsarthroplastik,12 die Pridie-
Bohrung13 oder die Technik der Mikrofrakturierung14 zählen zu den reparativen 
Methoden und basieren alle auf dem gleichen Heilungsprinzip: eine artifizielle 
Verletzung der subchondralen Platte führt zu einer Blutung aus dem Knochen-
mark in den Defekt des sonst avaskulären Knorpelgewebes. Das entstehende 
Blutgerinnsel enthält neben Wachstumsfaktoren und Entzündungsmediatoren 
mesenchymale Stammzellen, die in der Lage sind zu differenzieren und im 
Verlauf über Monate Reparaturknorpel zu bilden. Die kurz- und mittelfristigen 
Ergebnisse bezüglich Schmerzreduktion und Beweglichkeit über einen Zeit-
raum von etwa 3-5 Jahren sind gut, etwa 80% der Patienten zeigen eine signi-
fikante klinische Besserung.5, 15 Der durch die MSCs gebildete Reparatur-
knorpel ist allerdings nicht hyaliner Knorpel, sondern minderwertiger Faser-
knorpel, der im Vergleich vermehrt aus Kollagen I anstelle von Kollagen II 
besteht. Es wird deshalb eine akzelerierte Degeneration des Ersatzknorpels 
angenommen, weshalb die markraumeröffnenden Verfahren auf lange Sicht 
nicht vor einer Progression der Arthrose schützen.5 
Um dem Problem des minderwertigen Reparaturknorpels – das allen repa-
rativen Verfahren eigen ist – zu lösen, wurden regenerative Methoden 
entwickelt mit dem Ziel, die originale hyaline Knorpelstruktur wiederherzu-
stellen. Bei dem ersten regenerativen Verfahren, der autologen osteo-
chondralen Transplantation oder Mosaikplastik nach Hangody, werden je nach 
Größe des Knorpeldefekts eine oder mehrere osteochondrale Zylinder aus 
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Minderbelastungszonen des Gelenks entnommen und in den Defekt trans-
plantiert.16 Dadurch wird der Defekt umgehend mit hyalinem Gelenkknorpel 
repariert. Andererseits kann die Transplantatgewinnung Ursache von signi-
fikanter Morbidität an den Entnahmestellen sein, die vom Körper lediglich mit 
minderwertigem Faserknorpel gefüllt werden.17, 18 Die Anwendung der Methode 
ist darüber hinaus aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit von 
transplantierbaren osteochondralen Zylindern auf kleinere (bis zu 4 cm²) 
Defekte beschränkt. 
Die aktuellste und vielversprechendste Entwicklung in der Therapie von osteo-
chondralen Defekten ist die autologe Chondrozytentransplantation (ACT).19 Bei 
diesem regenerativen Verfahren mit dem Ziel der hyalinen Defektreparatur 
werden Chondrozyten per Knorpelbiopsie isoliert, in vitro vermehrt und in den 
mit einem Periostlappen abgedeckten Knorpeldefekt eingebracht. Stetige 
Weiterentwicklungen des Verfahrens bedienten sich an Erkenntnissen des 
Tissue Engineering, so dass heutzutage meist matrixassoziierte Verfahren zur 
Anwendung kommen: Die Chondrozyten werden in unterschiedlichen Träger-
substanzen (scaffolds) ausgesät, die zusammen mit Wachstumsfaktoren, opti-
mierter Perfusion und mechanischer Stimulation die Differenzierung fördern 
und zu einer Vereinfachung der Operationstechnik führen.20, 21 Während sich 
die kurz- bis mittelfristigen Ergebnisse zwischen den verfügbaren Therapie-
möglichkeiten kaum unterscheiden, scheint die autologe 
Chondrozytentransplantation vor allem langfristig und histologisch bessere 
Erfolge zu erzielen.5, 22, 23 
Voraussetzung für die autologe Chondrozytentransplantation – die wohl zu den 
ersten klinischen Anwendungen des Tissue Engineering zu zählen ist – ist die 
erhebliche in vitro Vermehrung von aus Knorpelbiopsien isolierter Chondro-
zyten. Die meisten somatischen Zellen besitzen allerdings nur ein beschränk-
tes Teilungspotential und zeigen das Phänomen der zellulären Seneszenz mit 
begleitenden positiven und negativen Effekten. 
1.2 Das Phänomen der zellulären Seneszenz und ihre 
Bedeutung 
Bereits vor etwa 50 Jahren zeigte Leonard Hayflick, dass aus fetalem Lungen-
gewebe isolierte humane Fibroblasten (HDF) nach einer begrenzten Anzahl von 
Zellverdopplungen (etwa 50±10 cpd) in vitro ihr Proliferationspotential 
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ausgeschöpft hatten und die Replikation irreversibel einstellten.24 Hayflick 
prägte hierfür den Begriff der zellulären replikativen Seneszenz (lat.: senex = 
alter Mann, Greis) und die maximale Anzahl von Zellverdopplungen diploider 
humaner Zellen bis zum Verlust des Proliferationspotentials ist auch heute 
noch als Hayflick-Limit bekannt. Bereits damals wurde das Phänomen der in 
vitro beobachteten Seneszenz sowohl mit dem Alterungsprozess bzw. alters-
assoziierten Erkrankungen in vivo, als auch als Mechanismus der Tumor-
suppression in Verbindung gebracht.25  
Wurde die zelluläre Seneszenz von vielen lange Zeit als Artefakt der in vitro 
Kultivierung angesehen oder zumindest ihre Bedeutung in vivo angezweifelt,26 
bestätigten neuere Forschungsergebnisse die ursprünglich geäußerten Ver-
mutungen nicht nur, sondern zeigten mit der Gewebeheilung und der Tumor-
progression weitere, teilweise paradoxe Gebiete auf, in denen die Seneszenz 
von Zellen mit einhergehenden Veränderungen involviert ist.27 Seneszente 
Zellen bleiben metabolisch aktiv und unterscheiden sich in einigen teils 
charakteristischen – aber nicht hundertprozentig spezifischen – Veränderun-
gen von terminal differenzierten oder teilungsfähigen Zellen. So zeichnen sich 
seneszente Zellen durch einen durch physiologische Reize irreversiblen 
Zellzyklusarrest in sonst promitogener Umgebung aus, der lediglich in 
manchen Zellen durch artifizielle genmanipulative Inaktivierung des p53 
Tumorsuppressorgens überwunden werden kann.28 Dieser Zellzyklusarrest 
wird als wichtige Hürde in der Kanzerogenese angesehen, kann aber auch zu 
einer Depletion verfügbarer Stammzellen führen, die für die Gewebsreparatur 
und –homöostase essentiell sind.29, 30 Seneszente Zellen sind morphologisch 
bis auf das doppelte ihrer nichtseneszenten Ausgangsgröße vergrößert25 und 
exprimieren die Seneszenz-assoziierte β-Galaktosidase.31 Darüber hinaus zeig-
ten vor allem Studien der letzten Jahre, dass signifikante Genexpressions-
änderungen zu einem veränderten Muster an sezernierten Proteinen führen 
(Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phänotyp, SASP).32 Zu den sezernierten 
Proteinen zählen u.a. Wachstumsfaktoren, (proinflammatorische) Zytokine, 
extrazelluläre Matrixkomponenten und matrixdegradierende Proteasen. Diese 
Proteine führen zu einer Veränderung der Mikroumgebung und werden durch 
ihre auto- und parakrine Wirkungen als Ursache für die schädlichen Effekte 
seneszenter Zellen in Bezug auf erleichtertes Tumorwachstum33 oder 
altersassoziierten Erkrankungen34 wie Arthrose35, 36 angesehen. Andererseits 
scheinen die sezernierten Proteine seneszenter Zellen auch protektive Effekte 
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zu haben, indem sie bei der Wundheilung vor überschießender Fibrosierung 
schützen.37 
 
Abbildung 1—1: Biologische Bedeutung der zellulären Seneszenz.27 
 
Baker et al. konnten darüber hinaus mit Hilfe eines transgenen Mausmodells, 
in dem durch Medikamentenzufuhr selektiv seneszente Zellen abgetötet 
werden konnten, eine ursächliche Beteiligung seneszenter Zellen an alters-
assoziierten Krankheiten in vivo nachweisen.38 Durch spezifische Elimination 
seneszenter Zellen in vivo konnte das Auftreten altersassoziierter Krankheiten 
verzögert werden.  
Nachdem die komplexen Interaktionen seneszenter Zellen in unterschied-
lichsten Bereichen aufgezeigt wurden – darunter auch die Beteiligung senes-
zenter Chondrozyten an der Pathogenese der Arthrose – bleibt die Frage zu 
klären, welche Mechanismen zur zellulären Seneszenz führen. Nur durch 
fundamentale Kenntnisse auf diesem Gebiet ist eine Beeinflussung und somit 
Protektion vor schädlichen Einflüssen seneszenter Zellen möglich.  
1.3 Signalwege der zellulären Seneszenz 
Bereits die Versuche von Hayflick ließen vermuten, dass Zellen eine Art 
„inneren Zähler“ haben mussten: die Fibroblasten traten stets nach etwa 50 
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cpds in das Stadium der Seneszenz ein und sogar nach einer Kryokonser-
vierung „wussten“ die Zellen noch, wie viele Zellteilungen bis zum Erreichen 
des Hayflick-Limits verfügbar waren.24, 25 Heute wissen wir, dass dieser 
irreversible Zellzyklusarrest nach einer bestimmten Anzahl von Zellver-
dopplungen (replikative Seneszenz) durch zu kurze und damit dysfunktionale 
Telomere ausgelöst wird.39 
Telomere (griech. telos = das Ende und meros = der Teil) sind nicht kodie-
rende Nukleotidwiederholungen an den Enden linearer Chromosomen. 
Erstmals von Blackburn 1978 in Wimperntierchen als G – C reiche Sequenzen 
entschlüsselt,40 bestehen sie beim Menschen wie bei anderen Säugetieren aus 
repetitiv angeordneten TTAGGG Sequenzen41 und einem telomer-spezifischen 
Proteinkomplex, bekannt als Shelterin oder Telosom.42 Die Länge der 
Telomerrepeats variiert je nach Spezies und beträgt beim Menschen ca. 10-15 
kbp und endet in einem etwa 150-200 bp langen 3‘-Überhang des G-reichen 
Einzelstrangs.43 Dieser 3‘-Überhang inseriert in den doppelsträngigen Teil des 
Telomers und bildet zusammen mit Proteinen des Shelterinkomplexes den 
Telomer-Nukleoproteinkomplex. Dabei bilden sich zwei schützende Schleifen, 
die doppelhelikale t-Loop (telomer-loop) und die tripelhelikale d-loop 
(disturbance loop) an der Insertionsstelle (vgl. Abbildung 1—2).44 
 
Abbildung 1—2: Telomerstruktur42 
Die Bildung und Aufrechterhaltung dieser komplexen Struktur bedarf allerdings 
mehr als lediglich der TTAGGG Wiederholungen. Sechs Proteine, die zusam-
men den bereits erwähnten Shelterin-Komplex (engl. (to) shelter = schützen) 
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bilden und weitere assoziierte Proteine, darunter Proteine der DNA-Reparatur 
wie XRCC5, sind maßgeblich beteiligt.45 Zwei Untereinheiten des Shelterin, 
TRF1 und TRF2 (telomeric-repeat binding factor 1 und 2), binden spezifisch an 
die doppelsträngigen telomerischen TTAGGG-Wiederholungen und führen 
zusammen mit dem dritten DNA-bindenden Protein POT1 (protection of 
telomeres 1), das eine Spezifität für die Telomersequenz in Einzelstrangform 
aufweist, zu einer selektiven Akkumulation der restlichen Shelterin Proteine 
(TIN2, TPP1 und Rap1) im Bereich der Telomerregion.46, 47 Diese komplexe 
Struktur der Telomere in Verbindung mit den assoziierten Proteinen sorgt 
dafür, dass die Enden linearer Chromosomen von den Zellen nicht als DNA-
Doppelstrangbruch (DSB) verkannt werden. Die in diesem Fall normalerweise 
aktivierten Reparaturmechanismen – homology-directed repair (HDR) und 
nonhomologous end joining (NHEJ) – werden unterdrückt und die Telomere 
sorgen auf diese Weise für genomische Stabilität und Schutz der 
Chromosomen.42, 48 Umso erstaunlicher ist es, dass Ku70/80 – eine 
Komponente des NHEJ Signalweges – ebenfalls in der Telomerregion 
akkumuliert. Ku70/80, dessen Ku80 Untereinheit durch das von uns 
untersuchte XRCC5 Gen kodiert wird,49 unterstützt in der Reparatur von DSB 
den Annäherungsprozess der beiden Enden.50, 51 Im Bereich der Telomere wird 
vermutlich durch Interaktionen mit Proteinen des Shelterin-Komplexes dieser 
Signalweg blockiert, Ku70/80 scheint hier ganz im Gegenteil sogar an der 
Unterdrückung des zweiten Reparaturmechanismus von DSB, dem HDR, 
beteiligt zu sein.52, 53 
Olovnikov und Watson entdeckten Anfang der 1970er Jahre die abnehmende 
Telomerlänge als molekularbiologisches Korrelat zu Hayflicks beobachteter 
limitierter Teilungskapazität diploider Zellen und beschrieben das End-Replika-
tionsproblem.54, 55 DNA-Polymerasen synthetisieren neue DNA lediglich in 5‘  
3‘-Richtung und können lineare Chromosomen nicht komplett replizieren, da 
ein für den Initiierungsprozess notwendiger RNA-Primer auf jedem DNA-
Tochterstrang verbleibt. Die letzten Primer werden durch eine 5‘  3‘-
Exonuklease entfernt, allerdings kann die DNA-Polymerase die entstehenden 
Lücken aufgrund einer fehlenden 3‘-OH-Bindungsstelle nicht auffüllen. Als 
Konsequenz muss die Replikationsmaschinerie ein kleines Stück am Ende der 
Chromosomen (Telomere) unkopiert lassen. Die repetitiven, nichtkodierenden 
Telomere schützen auf diese Weise die kodierende genomische DNA, allerdings 
führt das End-Replikationsproblem mit jeder Zellteilung zu kürzer werdenden 
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Chromosomen. Manche Zellen wie Tumor- oder Keimbahnzellen, die nicht der 
replikativen Seneszenz unterliegen, umgehen das End-Replikationsproblem 
durch Expression des Enzyms Telomerase. Telomerase ist ein 
Ribonukleinproteinkomplex, der TTAGGG Wiederholungen de novo an die En-
den von Chromosomen synthetisiert und die Telomere verlängern kann. 56, 57 
In der Tat konnte eine abnehmende Telomerlänge in verschiedensten mito-
tisch aktiven Zellen mit zunehmenden Zellverdopplungen sowohl in vivo als 
auch in vitro nachgewiesen werden, für Chondrozyten in vivo beispielsweise 
etwa 22bp pro Jahr.58–61 Zudem vermindert sich mit abnehmender Telomer-
länge die replikative Kapazität von Zellen: Fibroblasten mit kurzen 
Ausgangstelomeren zeigten eine geringere replikative Kapazität im Vergleich 
zu Fibroblasten mit längeren Telomeren.62 Die beobachteten Verkürzungsraten 
der Telomere pro Zellverdopplungen mit einer Spannbreite von etwa 20 – 
200bp je nach Zelle und untersuchender Gruppe und die nicht immer vorhan-
dene Korrelation der replikativen Kapazität mit dem chronologischen Alter des 
Donors legen allerdings schon nahe, dass das End-Replikationsproblem ledig-
lich einen Teil zum kontinuierlichen Telomerverlust beiträgt. 
Unterschreitet die Telomerlänge eine gewisse Grenze, tritt die Zelle zum 
Schutz vor genomischer Instabilität in das Stadium der zellulären replikativen 
Seneszenz ein oder begeht Apoptose. Zwar ist die kritische Telomerlänge – 
sofern sie denn überhaupt existiert – auch heute noch nicht bekannt, doch 
zeigen neuere Studien, dass kurze Telomere aufgrund geringer werdender 
Interaktionen den Schutz des Shelterin-Komplexes verlieren und in der Folge 
als DSB erkannt werden.63 Dies führt zu einer Aktivierung der DNA-Damage 
Response (DDR) Signalwege,64 die schlussendlich das Tumorsuppressorprotein 
p53 – den „Wächter des Genoms“ – involvieren.65 
Der p53 Signalweg ist neben dem pRB/p16INK4a Tumorsuppressorsignalweg 
die zentrale Voraussetzung für den Eintritt in die zelluläre Seneszenz.26–29, 65 
p53 vermittelt über p21 den für die Seneszenz charakteristischen irreversiblen 
Zellzyklusarrest, unterliegt selbst allerdings auch anderen regulatorischen 
Proteinen: SIRT1 – eins von sieben beim Menschen bekannten Sirtuinen – fun-
giert mit seiner NAD-abhängigen Deacetylase unter anderem als negativer 
Regulator von p53.66 Sirtuinen konnte ein positiver Effekt auf die Lebens-
spanne unterschiedlicher Organismen nachgewiesen werden67, 68 und durch 
den hemmenden Einfluss auf p53 scheint es auch vor einem Eintritt in die 
Seneszenz zu schützen.69, 70 
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Die Bedeutung sowohl des p53 als auch des pRB/p16INK4a Signalweges für 
die zelluläre Seneszenz zeigt sich an der Tatsache, dass viele – wenn nicht 
sogar alle – maligne Zellen Mutationen in mindestens einem der beiden Signal-
wege haben. Dadurch umgehen diese Zellen die zelluläre Seneszenz und 
haben in Verbindung mit der Telomeraseexpression ein unbegrenztes repli-
katives Teilungspotential.27, 71 
 
Abbildung 1—3: Einfluss der Telomerdysfunktion auf Krebs und Alterung 72 
Kürzer werdende Telomere sind allerdings nicht der einzige Grund für den Ein-
tritt in die zelluläre Seneszenz. Neben der replikativen zellulären Seneszenz 
zeigen diverse Studien auch die Existenz einer prämaturen zellulären Senes-
zenz, die durch unterschiedliche exogene oder endogene Stressreize initiiert 
wird und ohne signifikanten Telomerverlust einhergeht. Zuerst in humanen 
Fibroblasten nach Expression einer onkogenen Form von RAS – einem 
zytoplasmatischen Vermittler mitogener Signale – entdeckt,73 wurde diese 
Form der zellulären Seneszenz als onkogen-induzierter Seneszenz (OIS) 
bezeichnet. Allerdings konnte vielen weiteren Stressoren – darunter auch 
Wasserstoffperoxid H2O274, 75 – ebenfalls eine prämature, Seneszenz-indu-
zierende Wirkung nachgewiesen werden, so dass die OIS von vielen als 
Spezialform der Stress-induzierten prämaturen Seneszenz (SIPS) gesehen 
wird.29 Die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Signalwege in Bezug auf 
10 Einleitung 
  
den auslösenden Seneszenzmechanismus sind komplex und Gegenstand inten-
siver Forschung, eine Beteiligung von DNA-Damage Response (DDR) und den 
zentralen Tumorsuppressor-Signalwegen p53 und pRB/p16INK4a in unter-
schiedlicher Bedeutung scheint aber größtenteils unumstritten.27, 29, 76 
 
Abbildung 1—4: Verschiedene Auslöser enden in zellulärer Seneszenz 76 
1.4 Reaktive Sauerstoffspezies und Seneszenz 
Reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) werden seit 
der „Free Radical Theory of ageing“ 1956 mit dem Alterungsprozess und somit 
indirekt mit zellulärer Seneszenz in Verbindung gebracht.77, 78 Freie Radikale 
üben demnach schädliche Einflüsse auf verschiedene Zellbestandteile 
(Proteine, Lipide, Mitochondrien, DNA) aus, deren Akkumulation zur Ent-
wicklung von Krebs und Alterserscheinungen beiträgt. Oxidativem Stress 
konnte in der Folge eine zentrale Rolle in der Pathogenese vieler unter-
schiedlicher Erkrankungen zugesprochen werden. Das weite Spektrum von 
neurologischen Erkrankungen wie der amyotrophen Lateralsklerose,79 
Alzheimer80 und Parkinson81 über ophthalmologische Krankheitsbilder wie 
Katarakt82 bis zur Atherosklerose83 und – von besonderem Interesse – der 
Arthrose84, 85 zeigen das große Interesse an und die Bedeutung von Sauerstoff-
radikalen.86  
Die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies wie dem anionischen 
Superoxidradikal ٠O2−, Wasserstoffperoxid H2O2 oder dem Hydroxylradikal 
٠OH− ist eine unausweichliche biochemische Konsequenz des aeroben Metabo-
lismus. Neben den physiologischen Quellen wie Mitochondrien, Peroxisomen 
oder dem Cytochrom P450 wird ein Anstieg intrazellulärer ROS auch durch 
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externe Faktoren wie ionisierende Strahlen, Zytostatika, Umweltgifte oder 
hohe O2-Umgebungskonzentrationen induziert. Demgegenüber steht ein zell-
immanentes antioxidatives System, das mit Hilfe eines enzymatischen Teils 
(Superoxiddismutase, Katalase, Peroxidase) und eines nicht-enzymatischen 
Teils (Glutathion, Vitamine A, C, E) an der Aufrechterhaltung eines physiolo-
gischen Gleichgewichts beteiligt ist. Steigt die Konzentration an ROS über das 
physiologische Maß, befindet sich die Zelle im Zustand des oxidativen Stresses 
und der damit einhergehenden Schädigung unterschiedlichster Zellbestand-
teile.86, 87  
Wie bereits in Kapitel 1.3 angedeutet, ist der Telomerverlust mitotisch aktiver 
Zellen nicht allein durch das End-Replikationsproblem determiniert. Bereits 
1977 konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten ein höheres replikatives Poten-
tial besitzen als das Hayflick-Limit voraussagt, wenn sie in einer Umgebung 
mit einer Sauerstoffkonzentration von 10% anstatt der normalen 
atmosphärischen 20% kultiviert werden.88 Später konnte dieses Ergebnis mit 
der Telomerlänge in Verbindung gebracht werden: Die Kultivierung humaner 
Fibroblasten in einer 40%-O2-Umgebung führte zu einer drastischen Reduktion 
des replikativen Potentials, das mit einer mehr als 300-prozentigen Zunahme 
des Telomerverlusts pro Zellverdopplung einherging.89 Der Telomerverlust 
mitotisch aktiver Zellen mit direktem Einfluss auf den Eintritt in die replikative 
Seneszenz ist somit eine Kombination aus dem End-Replikationsproblem und 
dem Einfluss externer Stressoren – im Speziellen O2 bzw. ROS – und Protek-
toren (Antioxidantien), so dass auch der replikativen Seneszenz eine Stress-
komponente zugesprochen wird.90–94 Doch die Interaktionen von ROS und 
Seneszenz sind noch vielschichtiger: Neben dem negativen Effekt von ROS 
niedriger Konzentration auf die Telomerlänge und die replikative Seneszenz, 
induzieren subletale Dosen reaktiver Sauerstoffspezies die Form der zellulären 
Seneszenz, die ohne Abnahme der Telomerlänge auftritt (SIPS, vgl. Kapitel 
1.3).74, 95, 96 Ursächlich für diese Form wird der direkte telomerische und geno-
mische DNA-Schaden angesehen, der über den DDR-Signalweg und p53  
p21 (teilweise auch p16) die Seneszenz vermittelt. Darüber hinaus wurde eine 
Beteiligung der ROS an der Aufrechterhaltung der OIS nachgewiesen97 – ein 
Beispiel für die Rolle der ROS als physiologisch auftretende Signalmoleküle, 
die die Transkription unterschiedlicher Zielgene reguliert und die ehemals allzu 
negative bzw. einseitig schädigende Rolle der ROS in Frage stellt.76, 98–100 
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Die Interaktionen und Zusammenhänge von zellulärer Seneszenz und ROS 
waren und sind Untersuchungsgegenstand vieler Studien und weit davon ent-
fernt, komplett verstanden zu werden. Chondrozyten sind spezialisierte Zellen 
eines avaskulären Gewebes mit einhergehender hypoxischer in vivo Umge-
bung und unterscheiden sich daher von den meisten somatischen Zellen.101 
Neue Erkenntnisse bezüglich der Effekte oxidativen Stresses auf kultivierte 
humane Chondrozyten bilden die Basis, in Zukunft die Qualität von in vitro 
hergestelltem Knorpelgewebe im Rahmen des Tissue Engineering zu ver-
bessern. 
 
 
Abbildung 1—5: ROS als Vermittler zellulärer Seneszenz102 
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2 Fragestellung 
Die klinische Anwendung des Tissue Engineering im Rahmen der autologen 
Chondrozytentransplantation erfordert eine mehrwöchige in vitro Kultivierung 
isolierter Chondrozyten, um eine suffiziente Zellzahl vor der Implantation zu 
erreichen. Chondrozyten verfügen nur über ein begrenztes replikatives 
Potential und treten in das Stadium der Seneszenz ein. Seneszente Zellen 
ändern durch sezernierte Proteine die lokale Mikroumgebung und ihre kausale 
Beteiligung an altersassoziierten Erkrankungen wie Arthrose scheint gesichert. 
Oxidativer Stress wird dabei seit Jahrzehnten mit dem Alterungsprozess und 
zellulärer Seneszenz in Verbindung gebracht. 
Chondrozyten unterscheiden sich von vielen somatischen Zellen durch die 
Tatsache, dass Knorpel ein avaskuläres Gewebe und die Versorgung mit Nähr-
stoffen und Sauerstoff eingeschränkt ist. Ziel dieser Arbeit war es, die Ein-
flüsse von oxidativem Stress in chronischer und akuter Form auf die Zellbio-
logie in vitro kultivierter Chondrozyten zu untersuchen und neue Erkenntnisse 
für ein verbessertes Tissue Engineering zu gewinnen.  
Nach Etablierung und Anpassung des H2O2-Modells an Chondrozyten als 
anerkanntes Stressmodell zur Induktion von zellulärer Seneszenz wurden 
verschiedene Aspekte akut und chronisch oxidativer Stresseinwirkung auf 
kultivierte Chondrozyten untersucht: 
• Proliferationsverhalten der Chondrozyten 
• zellmorphologische Veränderungen 
• Expression der SA-β-Galaktosidase 
• Bestimmung der Telomerlänge 
• Expression Telomer-assoziierter Shelterin-Proteine (TRF1, TRF2) 
• Expression von DNA-Reparaturgenen (XRCC5) 
• Expression von Zellzyklusregulatoren/-modulatoren (p21, SIRT1) 
Für die Versuche wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Methoden im 
Tissue Engineering Labor der Unfallchirurgie Regensburg etabliert und opti-
miert: 
• β-Galaktosidase Färbung 
• DNA-Isolierung 
• TRF-Assay 
• Primer für die RT-PCR 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Geräte und Hilfsmittel 
Brutschrank: HERAcell 240 Heraeus, Hanau 
Gefriertrockner: 
(Speed Vac) 
Alpha RVC Christ, Osterode 
Geldokumentation: UV-Photosystem MWG Biotech, Ebersberg 
Gelelektrophorese: Consort E834  
(Elektrophoresegerät) 
Peqlab, Erlangen 
EasyCastTM  
(Gelkammer 7x7 cm) 
Peqlab, Erlangen 
SubCell GT  
(Gelkammer 15x15 cm) 
BioRad, München 
Heizofen: Heraeus function line Heraeus, Hanau 
Mikroskope: Fluovert  Leitz, Weimar 
Dialux 20 EB Leitz, Weimar 
Mikroskopkamera: DMC 2  Polaroid, Offenbach 
Pasteur-Pipetten:  Glas 230 mm VWR Int., Darmstadt 
pH-Messgerät: Labor-pH-Meter 766 Knick, Berlin 
Photometer: BioPhotometer 6131 Eppendorf, Hamburg 
Picodrop 100 Biozym, Hessisch 
Oldendorf 
Pipetten : 5, 10, 25, 50 ml 
 
Greiner Bio-one, 
Frickenhausen 
Pipettierhilfe: Pipetboy acu Integra, Fernwald 
Pipettenspitzen: epTips filter 10, 100, 
1000 μl 
Eppendorf, Hamburg  
 
Reinraumwerkbank: 
(Laminar Flow) 
M18 Schulz Lufttechnik 
GmbH, Sprockhövel 
Schüttler: Vortex Genie 2  Roth, Karlsruhe 
Taumler: Polymax2040 Heidolph, Schwabach 
Verschlussfolie: Parafilm American National Can 
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Waage: EG 600-2M 
 
Kern, Balingen-
Frommern 
Wärmeblock: Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg  
Wärmeplatte: Medax Nagel GmbH 
Wasserbad: WB 10 Memmert, Schwabach 
Zentrifugen: Multifuge 3s Heraeus, Hanau 
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg 
Centrifuge/Vortex Kisker, Steinfurt 
Zentrifugenröhrchen: 15ml, 50ml BD Falcon, Heidelberg 
 Tabelle 3—1: Allgemein genutzte Geräte und Hilfsmittel 
Filter: Sterilfilter 40 µm BD Falcon, Heidelberg 
Gefäße: Zellkulturflaschen 75 
cm² 
Sarstedt, Newton, NC 
6-Well-Platten BD Falcon, Heidelberg 
96-Well-Platten BD Falcon, Heidelberg 
Kryoröhrchen  Nunc, Rochester, NY 
Zellschaber: Cell Scraper Nunc, Rochester, NY 
Zellzählung: Neubauer-Zählkammer Marienfeld, Lauda-
Königshofen 
 Tabelle 3—2: Material für zellbiologische Arbeiten 
Detektion: Hyperfilm Amersham Amersham Biosciences, 
Freiburg 
M35 X-OMAT Processor 
(Filmentwickler) 
Kodak, Rochester, NY 
Kodak X-OMAT Kassette Kodak, Rochester, NY 
Telometric 1.2 
(Software) 
Fox Chace Cancer Center 
Southern Blot: Nylonmembran,  
positiv geladen 
Osmonics Inc., 
Minnetonka, MN 
Spezielle 
Reaktionsgefäße: 
Safe-Lock 1,5 ml 
(Eppendorf) 
Eppendorf, Hamburg 
SafeSeal-Tips (DNase-, 
RNase-, pyrogenfrei) 
Biozym, Hessisch 
Oldendorf 
 Tabelle 3—3: Material für Telomer-Analytik (TRF-Assay) 
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Spezielle 
Reaktionsgefäße: 
Safe-Lock 1,5 ml 
(Eppendorf) 
Eppendorf, Hamburg 
SafeSeal-Tips (DNase-, 
RNase-, pyrogenfrei) 
Biozym, Hessisch 
Oldendorf 
LightCycler Capillaries Roche, Mannheim 
PCR-Gerät: LightCycler Roche, Mannheim 
 Tabelle 3—4: Material für die Analyse der RNA-Expression 
3.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
Borsäure  Sigma, Taufkirchen 
Bromphenolblau  Sigma, Taufkirchen 
DEPC  Sigma, Taufkirchen 
EDTA  Sigma, Taufkirchen 
Ethanol  Merck, Darmstadt 
Formamid  Merck, Darmstadt 
HCl 37%  Merck, Darmstadt 
Maleinsäure  Sigma, Taufkirchen 
MgCl2  Sigma, Taufkirchen 
NaCl  Merck, Darmstadt 
NaOH  Merck, Darmstadt 
SDS  Roth, Karlsruhe 
Tris-Acetat  Sigma, Taufkirchen 
Tris-Base  Roth, Karlsruhe 
Tris-HCl  Merck, Darmstadt 
Tween 20 (Polyoxy-
ethylenesorbitan-mono-
laureat) 
 Sigma, Taufkirchen 
 Tabelle 3—5: Allgemein verwendete Chemikalien und Reagenzien 
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Medium: RPMI 1640 Gibco, Karlsruhe 
FCS  
(nicht hitzeinaktiviert) 
PAN, Aidenbach 
Hepes-Puffer Gibco, Karlsruhe 
L-Glutamin Gibco, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe 
Knorpelandau: DNase II B Sigma, Taufkirchen 
 Hyaluronidase aus 
Schafshoden, Typ II 
Sigma, Taufkirchen 
 Kollagenase P Boehringer, Mannheim 
Oxidativer Stress: Wasserstoffperoxid 30% Merck, Darmstadt 
Passage: DPBS (pH 7,4) Cambrex, Verviers, 
Belgien 
0,05% Trypsin/ 
0,02% EDTA 
Gibco, Karlsruhe 
Methylenblau  Merck, Darmstadt 
Viabilitätsprüfung: Live/Dead Kit Invitrogen, Darmstadt 
 Tabelle 3—6: Chemikalien und Reagenzien für zellbiologische Arbeiten 
Fixierung: DPBS (pH 7,4) Cambrex, Verviers, 
Belgien  
Formaldehyd 37 % Merck, Darmstadt 
Färbung: Bromo-chloro-indolyl-
galaktopyranosid (X-Gal) 
Invitrogen, Darmstadt 
K3[Fe(CN)6] Merck, Darmstadt 
K4[Fe(CN)6] Merck, Darmstadt 
Na2HPO4 Merck, Darmstadt 
Zitronensäure Merck, Darmstadt 
 Tabelle 3—7: Chemikalien und Reagenzien für ß-Galaktosidase-Nachweis 
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DNA-Isolation und 
Restriktion: 
High Pure PCR Template 
Preparation Kit 
Roche, Mannheim 
HinfI, 5000 U New England Biolabs, 
Frankfurt 
NEBuffer 4 New England Biolabs, 
Frankfurt 
λ-DNA Roche, Mannheim 
Gelelektrophorese: Agarose Sigma, Taufkirchen 
Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen 
1 kb DNA-Ladder  Invitrogen, Karlsruhe 
DIG Molecular Weight 
Marker ΙΙ DNA 
Roche, Mannheim 
Hybridisierung und 
Detektion: 
Telomersonde: 
(TTAGGG)7, 3’/5’-
Digoxigenin-gelabelt  
Roth, Karlsruhe 
N-Lauroylsarkosin Sigma, Taufkirchen 
Blocking Powder Merck, Darmstadt 
Anti-Digoxigenin-AP Roche, Mannheim 
CDP-Star, ready to use Roche, Mannheim 
 Tabelle 3—8: Chemikalien und Reagenzien für Telomeranalytik (TRF-
Assay) 
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RNA-Isolation: RNAzol  Tel-Test, Inc., 
Friendsfield, TX 
Chloroform Merck, Darmstadt 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Gelelektrophorese: Agarose Sigma, Taufkirchen 
Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen 
RNA-Sample-Loading-
Buffer 
Sigma, Taufkirchen 
DNAse Verdau: DNA-free™ Kit Ambion, Darmstadt 
cDNA-Synthese: Oligo(dT) Roche, Mannheim 
dNTP Roche, Mannheim 
SuperScriptTM ΙΙ RNase H- 
Reverse Transcriptase 
Invitrogen, Karlsruhe 
PCR: LightCycler FastStart 
DNA Master  
SYBR-Green Ι  
Roche, Mannheim 
Primer für LightCycler-
PCR: TRF1, TRF2, p21, 
SIRT1, XRCC, GAPDH 
TIB MOLBIOL, Berlin 
 Tabelle 3—9: Chemikalien und Reagenzien zur Analyse der RNA-Expression 
3.1.3 Medien, Puffer und Lösungen 
Chondrozytenmedium: RPMI 1640 Gibco, Karlsruhe 
FCS  
(nicht hitzeinaktiviert) 
10% 
Hepes-Puffer 1% 
L-Glutamin 1% 
Penicillin/Streptomycin 1% 
Knorpelandaumedium: RPMI 1640 Gibco, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin 1% 
Kollagenase 16,6% 
DNase II B 16,6% 
Hyaluronidase 16,6% 
 Tabelle 3—10: Medien für zellbiologische Arbeiten 
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DEPC-Wasser: DEPC 0,2%  
Aqua dest.  
10x TBE-Puffer: Tris-Base 890 mM 
Borsäure 890 mM 
EDTA (pH 8,0) 20 mM 
DEPC-Wasser  
20x SSC (pH 7,0): NaCl 3,0 M 
Tri-Na-Citrat 0,3 M 
DEPC-Wasser  
2x SSC (pH 7,0): 20x SSC 10% 
DEPC-Wasser  
SDS 10% (pH 7,2): SDS 10% 
DEPC-Wasser  
Maleinsäurepuffer  
(pH 7,5): 
Maleinsäure 100 mM 
NaCl 150 mM 
DEPC-Wasser  
 Tabelle 3—11: Allgemein verwendete Puffer und Lösungen 
Fixationslösung: Formaldehyd 37% 10% 
DPBS (pH 7,4)  
X-Gal-Lösung: X-Gal 200mg/ml 
DMF  
Zitronensäurelösung: Zitronensäure 100mM 
Aqua dest.  
Natriumphosphatlösung: Dinatriumhydrogen-
phosphat 
200mM 
Aqua dest.  
Zitronensäure/ 
Phosphat-Puffer  
(pH 6,0): 
Zitronensäurelösung 37% 
Natriumphosphatlösung 63% 
Färbelösung: X-Gal-Lösung 1mg/ml 
 Zitronensäure/Phosphat-
Puffer (pH 6,0) 
40mM 
 K3[Fe(CN)6] 5mM 
 K4[Fe(CN)6] 5mM 
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 NaCl 150mM 
 MgCl2 2mM 
 Aqua dest.  
 Tabelle 3—12: Lösungen und Puffer für ß-Galaktosidase Nachweis 
1x TBE-Puffer: 10x TBE-Puffer 10% 
DEPC-Wasser  
10x Ladungspuffer für 
DNA: 
Bromphenolblau 0,41% 
Saccharose 67% 
DEPC-Wasser  
 Tabelle 3—13: Puffer für Elektrophorese 
TE Puffer Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1,0 mM 
DEPC-Wasser  
 Tabelle 3—14: Puffer für Photometrie 
Elutionslösung (pH 8,0): NaOH  1 µM 
Aqua dest.  
 Tabelle 3—15: Lösung für DNA-Isolation 
Denaturierungslösung: NaCl 1,5 M 
NaOH  0,5 M 
DEPC-Wasser  
Neutralisierungslösung 
(pH 7,5): 
Tris-Base  1,0 M 
NaCl 1,5 M 
DEPC-Wasser  
 Tabelle 3—16: Lösungen für Southern Blot 
Prähybridisierungs-
lösung: 
20x SSC  5x 
Blocking Powder 5% 
Formamid 50% 
N-Lauroylsarkosin 0,1% 
SDS 10% 0,02% 
DEPC-Wasser  
   
22 Material und Methoden 
  
Hybridisierungslösung: 20x SSC  5x 
Blocking Powder 5% 
Formamid 50% 
N-Lauroylsarkosin 0,1% 
SDS 10%  0,02% 
Telomersonde 2,4 pmol/ml bzw.  
31,8 ng/ml 
DEPC-Wasser  
Antikörperlösung Anti-Digoxigenin-AP 1:10000 
Blockierungslösung  
Puffer 1: 2x SSC/0,1 
SDS 
20x SSC 10% 
SDS 10% 1% 
DEPC-Wasser  
Puffer 2: 2x SSC 20x SSC 10% 
DEPC-Wasser  
Puffer 3: 
Maleinsäurepuffer/0,1% 
Tween 20 
Maleinsäurepuffer  
Tween 20 0,1% 
Puffer 4 (pH 9,5): 
Neutralisierungslösung 
Tris-HCl 100 mM 
NaCl 100 mM 
MgCl2 50 mM 
DEPC-Wasser  
Puffer 5: 
Blockierungslösung 
Blocking Powder 10% 
Maleinsäurepuffer  
 Tabelle 3—17: Lösungen und Puffer für Hybridisierung und Detektion 
3.2 Biologisches Untersuchungsmaterial 
Die für die Versuche verwendeten Chondrozyten wurden aus den Kniegelenken 
von Patienten des Universitätsklinikums Regensburg gewonnen, die sich auf-
grund einer Gonarthrose der operativen Implantation einer Endoprothese in 
der Abteilung für Unfallchirurgie unterziehen mussten. Die Patienten stimmten 
der Verwendung der gewonnen Chondrozyten im Rahmen dieses Experiments, 
das von einer Ethikkommission genehmigt wurde, zu. Insgesamt wurden die 
Zellen von sechs Patienten – darunter fünf Männer und einer Frau – im Alter 
von 31 bis 76 Jahren (MW ± SD: 58,8 ± 17,6 Jahre) untersucht. 
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3.3  Methoden  
3.3.1 Zellbiologische Methoden  
3.3.1.1 Gewinnung und Kultivierung humaner Chondrozyten 
Das intraoperativ gewonnene Spendergewebe wurde steril in physiologische, 
0,9%-ige NaCl-Lösung gegeben und bis zur Weiterverarbeitung, die innerhalb 
von sechs Stunden postoperativ erfolgte, bei 4°C gelagert. Unter sterilen 
Bedingungen wurde anschließend im Labor der Knorpel mit Skalpellen vom 
Knochen gelöst und in kleine Stücke geschnitten (ca. 0,2-0,5 mm3), die mit 20 
ml Andaumedium (vgl. Tabelle 3—10) in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 37°C 
für 17 h inkubiert wurden. Die Befestigung auf einem Taumler optimierte die 
Durchmischung und Verdauung. Nach steriler Filtration durch einen 40 μm Fil-
ter wurde die Mischung mit Chondrozytenmedium (vgl. Tabelle 3—10) auf 50 
ml aufgefüllt und bei 2000 g für 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Über-
standes wurde das Pellet in Chondrozytenmedium resuspendiert, die Zellzahl 
bestimmt (vgl. Kapitel 3.3.1.2) und anschließend in 75 cm² Zellkulturflaschen 
zu je 106 Zellen ausgesät. Mit 15 ml Chondrozytenmedium pro Zellkultur-
flasche wurden die Knorpelzellen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 
im Brutschrank kultiviert. Im Verlauf erfolgte alle 3-4 Tage ein Medium-
wechsel. 
Die Passage der Zellen erfolgte nach Erreichen einer 90%-igen Konfluenz. 
Nachdem das alte Medium verworfen wurde, folgte ein Waschschritt mit 5 ml 
DPBS zur Entfernung vorhandener Serumreste, bevor eine etwa fünfminütige 
Inkubation mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA bei Raumtemperatur die Zellen 
vom Flaschenboden ablöste. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde die Reak-
tion durch Zugabe von Chondrozytenmedium gestoppt und die Zellsuspension 
in 50 ml Falconröhrchen zentrifugiert (5 min bei 2000 g, 25°C). Nach Absau-
gen des Überstandes wurden die Zellpellets in Medium resuspendiert, die Zell-
zahl bestimmt und in neue Zellkulturflaschen zu je 200.000 Zellen aufgeteilt. 
Zur Bestimmung des Endpunkts der Zellkultivierung dienten die Seneszenz-
assoziierten Charakteristika bestehend aus Zellwachstumsstopp (< 1 cpd pro 4 
Wochen), Seneszenz-typischer Morphologie und einem mehr als 90%-igen An-
teil SA-β-Galaktosidase positiver Zellen. 
Das Chondrozytenmedium zur Behandlung der Knorpelzellen unter chronisch 
oxidativem Stresseinfluss enthielt zusätzlich 10 µM H2O2, um die in vivo 
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Bedingungen einer physisch aktiven Person zu simulieren.84 Mediumwechsel, 
Passage- und sonstige Kultivierungsbedingungen entsprachen im Übrigen den 
Kontrollgruppen, die in Chondrozytenmedium ohne Zusatz kultiviert wurden. 
Für die oxidativen Akutversuche wurde den Chondrozyten, die bis dahin ohne 
H2O2-Einfluss kultiviert wurden, in frühen und späten Passagen zunächst für 
zwei Stunden Medium mit einer subletalen H2O2-Konzentration von 75-100µM 
hinzugefügt (vgl. Kapitel 3.3.2). Da die Konzentration von Oxidantien im Ver-
gleich zur Normalbevölkerung bei Arthrosepatienten höher, die antioxidative 
Kapazität dabei gleichzeitig geringer ist,84 entsprach diese Konzentration etwa 
den in vivo Bedingungen von Arthrosepatienten. Anschließend wurden die Zel-
len mit 10 ml DPBS gewaschen und in H2O2-freiem Chondrozytenmedium für 
unterschiedliche Zeiträume weiterkultiviert: Die Bestimmung der Genexpres-
sion erfolgte 1, 3, 6, 12 und 24 h nach der Stressbehandlung, die Analyse der 
Telomerlänge erfolgte nach einer Latenz von 24 h und 4 Wochen. Als Kontrolle 
dienten unbehandelte Chondrozyten desselben Donors. Die unterschiedlichen 
Konzentrationen für die oxidativen Stressversuche wurden jeweils unmittelbar 
vor Gebrauch aus einer 30%-igen H2O2-Stammlösung frisch hergestellt. 
3.3.1.2 Bestimmung von Zellzahl und Zellproliferation 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte im Rahmen der Zellpassage unter Ver-
wendung einer Neubauer Zählkammer. Hierfür wurde zu einer 10 µl umfas-
senden Probe der resuspendierten Zellpellets 10 µl Methylenblau hinzugefügt, 
das Gemisch in die Neubauer Zählkammer gegeben und die vier Quadranten 
ausgezählt. Die Zugabe von Methylenblau ermöglichte dabei die Differen-
zierung von toten und lebendigen Zellen. 
Die Gesamtzellzahl N berechnete sich nach folgender Formel: 
𝑁 = 𝑍 ∙ 𝑋 ∙ 𝑉 ∙ 104 
Der Mittelwert aller vier Quadranten Z multipliziert mit dem Verdünnungs-
faktor X (hier = 2), der zum Resuspendieren verwendeten Mediummenge V in 
ml und dem Volumen (104) ergibt die Gesamtzellzahl N. 
Als Paramater zur Bestimmung der Zellproliferation wurde auf die 
Zellpopulationsverdopplungen (cpd) zurückgegriffen, die sich aus folgender 
Formel ergeben: 
𝑐𝑝𝑑 = 𝑙𝑜𝑔10(𝑁0𝑁 ) ∙ 3,33 
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Dabei bezeichnet N0 die Zellzahl zu Beginn der Versuche und N die Zellzahl am 
Ende der Versuche. 
3.3.2 Bestimmung der letalen H2O2-Dosis  
Um die Chondrozyten in den Akutversuchen nicht abzutöten, sondern die bio-
logische Antwort der Zellen auf möglichst hohe H2O2-Konzentrationen zu 
untersuchen, musste in Vorversuchen die letale H2O2-Dosis ermittelt werden. 
Hierzu wurden Chondrozyten in 96-Well Platten ausgesät und mindestens 1 
Woche lang bis zu einer etwa 90%-igen Konfluenz kultiviert. Nach einer zwei-
stündigen Inkubation der Chondrozyten mit Medium, das unterschiedliche 
H2O2-Konzentrationen (0, 10, 50, 100, 250, 500 µM) enthielt, wurde das H2O2-
haltige Medium nach einem Waschschritt mit DPBS durch unmodifiziertes 
Chondrozytenmedium ersetzt. Nach weiteren 24 h erfolgte die Auswertung 
mittels Live/Dead®-Kit gemäß den Empfehlungen des Herstellers.  
Das Medium wurde abgesaugt und nach einem Waschschritt durch 100 µl 
einer Färbelösung ersetzt, die aus DPBS, 4 µM Ethidium Homodimer-1 (EthD-
1) und 2 µM Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) bestand. Nach einer 
Inkubationszeit von 30 min wurden die Ergebnisse mit einem Fluoreszenz-
mikroskop dokumentiert. 
Das enthaltene Calcein-AM penetriert die Zellmembran der untersuchten 
Chondrozyten und wird im Falle lebendiger Zellen durch unspezifische 
Esterasen intrazellulär hydrolisiert. Das entstehende kaum zytotoxische 
Calcein, das im Gegensatz zum Calcein-AM zellmembranimpermeabel ist, 
komplexiert intrazellulär Calciumionen und führt daraufhin zu einer grünen 
Fluoreszenz (ex/em ~495 nm/~515 nm). Lebendige Zellen erscheinen somit 
im Gegensatz zu toten Zellen – denen die aktiven Esterasen fehlen - unter 
dem Fluoreszenzmikroskop grün.  
Die rote Fluoreszenz des EthD-1 (ex/em ~495 nm/~635 nm) erfährt durch die 
Bindung an Nukleinsäuren eine etwa 40-fache Verstärkung. Da der Eintritt von 
EthD-1 in die Zellen erst durch eine defekte Barriere in Form einer geschä-
digten Zellmembran weitestgehend ermöglicht wird, erscheinen lediglich 
geschädigte bzw. tote Zellen rot. Die praktisch nicht vorhandene Fluoreszenz 
der verwendeten Farbstoffe bei fehlender Interaktion mit Zellen begründet die 
geringe Hintergrundfluoreszenz und gute Anwendbarkeit. 
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Die Effekte einer niedrigeren (10 µM H2O2), aber chronischen Anwendung von 
H2O2 auf die Viabilität von Chondrozyten wurde durch eine einwöchige 
Exposition analog untersucht.  
3.3.3 Seneszenznachweis mittels X-Gal-Färbung 
Die X-Gal-Färbung, deren positives Ergebnis auf der Hydrolyseaktivität der 
Seneszenz-assoziierten (SA) β-Galaktosidase bei einem pH-Wert von 6 beruht, 
diente als Marker für seneszente Zellen. X-Gal (Bromo-chloro-indolyl-galakto-
pyranosid) wird dabei intrazellulär durch die SA-β-Galaktosidase in Galaktose 
und die Indolkomponente 5-Bromo-4-chloro-3-hydroxyindol gespaltet, die 
nach erfolgter Oxidation zum 5,5'-Dibromo-4,4'-dichloro-indigo den sicht-
baren, nicht wasserlöslichen, blauen Indigofarbstoff der Färbung darstellt.  
Die Chondrozyten wurden zur Seneszenzevaluation mittels X-Gal-Färbung in 
6-Well-Platten ausgesät. Um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, wurde 
die Auswertung nur an Zellen vorgenommen, die eine maximale Konfluenz von 
etwa 80% nicht überschritten. Nach Fixierung der Chondrozyten mit 3,7%-iger 
Formaldehydlösung für 5 min und zweimaligem Waschen mit DPBS wurden 
etwa 1,5 ml/Well der auf 37°C vorgewärmten Färbelösung (vgl. Tabelle 3—12) 
zugegeben. Die 6-Well-Platten wurden luftdicht mit Parafilm verschlossen und 
bei 37°C im Heizofen inkubiert. Nach wenigen Stunden konnte im positiven 
Fall bereits eine Blaufärbung festgestellt werden, die Auswertung und 
Dokumentation erfolgten stets nach 15 h. 
3.3.4 Bestimmung der Telomerlänge (TRF-Assay) 
3.3.4.1  DNA-Isolation  
Nachdem die reverse Isolation von DNA mit Hilfe des Extraktionsreagenz DNA 
STAT-60TM (Tel-Test Inc., Friendswood, TX) keine zufriedenstellenden Ergeb-
nisse in Bezug auf Qualität und Quantität erzielen konnte, wurde für Zwecke 
der DNA-Isolation das High Pure PCR Template Preparation Kit® (Roche, Mann-
heim) verwendet. Die Anwendung beider Methoden erfolgte dabei gemäß den 
jeweiligen Herstellerangaben. 
Für die DNA-Isolation mittels des High Pure PCR Template Preparation Kits 
wurden etwa 1 x 106 Chondrozyten in 200 µl DPBS resuspendiert und mit 200 
µl Binding Buffer sowie 40 µl Proteinase K für 10 Minuten bei 70°C im Heiz-
block inkubiert. Nach Zugabe von 100 µl Isopropanol und gründlichem Mischen 
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wurden die Proben auf die Isolierungssäulen aufgetragen und für 1 min bei 
8000 g, 25°C zentrifugiert. Anschließend wurden 500 µl Inhibitor Removal 
Buffer auf die Filter aufgetragen, worauf sich eine weitere Zentrifugation an-
schloss (1 min bei 8000 g, 25°C). Zwei Waschschritte mit jeweils 500 µl 
Washing Buffer und folgender Zentrifugation (jeweils 1 min bei 8000g, 25°C) 
dienten der Entfernung von Rückständen aus den Filtern, bevor die isolierte 
DNA mit 150 µl bzw. 100 µl der selbst hergestellten und auf 70°C vorge-
wärmten Elutionslösung zur Erhöhung des Ertrags in zwei Schritten gewonnen 
wurde (Zentrifugation jeweils 1 min bei 8000 g, 25°C). Das sich ergebende 
Probenvolumen von 250 µl wurde abschließend im Speed-Vac reduziert, um 
die für den HinfI-Verdau benötigte hohe DNA-Konzentration zu erzielen. Die 
geöffneten Eppendorf Cups mit der isolierten DNA wurden hierzu für 2-3 
Stunden bis zum Erreichen des Zielvolumens von etwa 50 µl in der Vakuum-
zentrifuge bei 1000 g, 10 mbar zentrifugiert. 
3.3.4.2 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch nach dem Lambert-Beer’schen 
Gesetz bestimmt. Um zuverlässige Ergebnisse unter Berücksichtigung der 
Eigenschaften der Absorptionsspektrometrie (valide Ergebnisse lediglich im 
Bereich von 0,1 bis 1,0 OD (optische Dichte) entsprechend einer 
Nukleinsäurekonzentration von 5-50 μg pro ml) zu erhalten, wurden die Pro-
ben mit TE-Puffer 1:35 verdünnt und die Absorption anschließend in einer 
Quarzküvette bei λ  = 260 nm (A260) bestimmt. Als Referenzwert diente die 
Absorption des TE-Puffers. Die DNA-Konzentration der Probe ermittelte sich 
aus dem Mittelwert der durchgeführten Doppelbestimmung. 
Als Indikator für die Reinheit der isolierten DNA wurde die A260/A280-Ratio 
verwendet. Im Idealfall liegt dieses Verhältnis bei reiner, nicht degradierter 
DNA zwischen 1,8 und 2,1. Vorhandene Phenolreste oder Proteine, die ihr 
Absorptionsmaximum bei λ = 280 nm haben, können für Werte < 1,6 
verantwortlich sein, Werte > 2,1 können Hinweis auf verbliebene RNA oder 
degradierte DNA sein. 
3.3.4.3 Agarosegelelektrophorese  
Die Gelelektrophorese wurde im Rahmen des TRF-Assays einerseits dazu 
verwendet, die Integrität der isolierten DNA und die Vollständigkeit des 
Restriktionsverdaus zu überprüfen, anderseits erfolgte hiermit auch die 
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erforderliche Auftrennung der Restriktionsfragmente für den Southern Blot. 
Hierzu kamen für alle Einsatzgebiete Gele mit 0,8% Agarose in 1 x TBE-Puffer 
zur Anwendung. 
  
 Abbildung 3—1: Integritätsüberprüfung der DNA. 
Nicht degradierte DNA zeichnet sich durch eine singuläre 
Bande im Bereich über 12,2 kbp aus. kbL: 1-kb-DNA-Ladder; 
kbp: Kilobasenpaare.86 
 
 
Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer gelöst, in einer Mikrowelle dreimal aufge-
kocht und mit 5 μl Ethidiumbromid/100 ml Agarosegel versetzt in eine 
Gelkammer mit Taschenkamm gegossen. Nach initialer Abkühlung des Gels bei 
Raumtemperatur wurde es zur besseren Vernetzung kurz in den Kühlschrank 
gegeben. Nach abschließender Füllung der Gelkammer mit 1 x TBE-Laufpuffer 
konnten die Geltaschen mit den Proben, die 20 Vol.-% Loading Buffer ent-
hielten, beladen werden. 
Als Größenstandard bei den Gelen für den Southern Blot diente eine 1-kb-
DNA-Leiter. Die Elektrophoresebedingungen unterschieden sich je nach 
Anwendungsgebiet und gestalteten sich folgendermaßen: 
• 100 V (6,67 V/cm) für 1,5-2 h bei analytischen Gelen (Überprüfung der 
DNA-Integrität und des Restriktionsverdaus) 
• 60 V (4 V/cm) für 12 h bei Transfergelen (Auftrennung der Restriktions-
fragmente für den Southern Blot). 
Die Begutachtung und Dokumentation der Gele erfolgte unter UV-Licht. 
Ethidiumbromid, das bevorzugt neben CG-Basenpaaren der DNA interkaliert, 
wird dabei zur Emission von Licht im sichtbaren Wellenspektrum (λ = 500-590 
nm) angeregt und ermöglicht auf diese Weise die Detektion von Nuklein-
säuren. 
3.3.4.4 Restriktion 
Der nächste Schritt des TRF-Assays bestand aus der Restriktion der isolierten, 
hochmolekularen genomischen DNA. Zu diesem Zweck wurde das 
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Restriktionsenzym HinfI verwendet, eine Endonuklease aus Haemophilus 
influenzae Rf mit der Erkennungssequenz 5’...G▼ANTC...3’. Das ubiquitäre 
Vorkommen dieser Sequenz in der genomischen DNA mit Ausnahme der 
Telomerregion liefert nach dem enzymatischen Verdau multiple kurze DNA-
Fragmente, die elektrophoretisch von den längeren, ungeschnittenen 
Telomerenden (4-15 kbp) getrennt werden können. 
Die Restriktionsansätze enthielten jeweils 10 µg DNA, 10 Vol.-% 10 x NEBuffer 
4, 2 µl HinfI entsprechend 2 U HinfI/µg DNA und wurden mit DEPC-Wasser zu 
einem Endvolumen von 50 µl (entspricht einer DNA-Konzentration von 0,2 µ𝑔
µ𝑙
 ) 
ergänzt. Zur Kontrolle einer ausreichenden Enzymaktivität des HinfI dienten 
Kontrollansätze bestehend aus einem 2,5 µl umfassenden Aliquot des zu 
kontrollierenden Restriktionsansatzes, 2 µl λ–DNA (entspricht 500 ng λ–DNA) 
und 12,5 µl 1 x NEBuffer 4. Die enthaltene Enzymmenge in dem 2,5 µl großen 
Aliquot aus dem Restriktionsansatz musste in den Kontrollansätzen zu einer 
vollständigen Verdauung der 500 ng λ–DNA ausreichen. Anschließend wurden 
die Restriktions- und Kontrollansätze zusammen mit einem Leerwert, der 2 µl 
λ-DNA und 10 µl 1x NEBuffer 2 enthielt, für 12 h bei 37°C im Wärmeblock 
inkubiert. 
Eine abschließende Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 3.3.4.3) diente der Visuali-
sierung des Restriktionsergebnisses, bevor die Proben in den Transfergelen für 
den Southern Blot verwendet wurden. Nach 1,5-2 h zeigte sich bei gelungener 
Restriktion für die Restriktionsansätze ein Schmier im Größenbereich < 4kbp, 
für den Leerwert eine hochmolekulare Bande, die ungeschnittene λ-DNA reprä-
sentiert, und für die Kontrollansätze das typische Schnittmuster von mit HinfI 
verdauter λ-DNA (vgl. Abbildung 3—2). 
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 Abbildung 3—2: Kontrollgel der DNA-
Restriktion mit HinfI (LN 469). Man erkennt 
die unverdaute λ-DNA im Leerwert (LW), den 
Schmier in den Restriktionsansätzen (RA) und 
das typische Schnittmuster der mit HinfI 
verdauten λ-DNA in den Kontrollansätzen (KA). 
Das abgebildete Lineal repräsentiert die 
Laufstrecke in cm. 
 
3.3.4.5 Southern Blot 
1975 publizierte Edwin Southern ein Verfahren,103 das den Transfer von gel-
elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmenten auf eine flexible Membran 
ermöglicht, die anschließend einer Fixation und Detektion der DNA-Fragmente 
zugeführt werden kann. Der Southern Blot wurde in der Folge stetig weiter-
entwickelt104 und bei dieser Arbeit im Rahmen des TRF-Assays angewendet.  
Für die Transfergele wurden stets 4 µg DNA pro Lane aus den kontrollierten 
Restriktionsansätzen verwendet. Bei einer DNA-Konzentration von 0,2 µ𝑔
µ𝑙
 
wurden dementsprechend 20 µl der Probe mit 5 µl Ladungspuffer in Doppel-
ansätzen auf das Gel aufgetragen. Zusätzlich befanden sich für die spätere 
Auswertung auf jedem Gel zwei Längenstandards: eine kb-Leiter bestehend 
aus 1 µl der 1 kb DNA-Ladder, 6,5 µl DEPC-Wasser und 2,5 µl Ladepuffer so-
wie ein DIG-markierter Längenstandard bestehend aus 5 µl DIG Molecular 
Weight Marker II, 2,5 µl DEPC-Wasser sowie 2,5 µl Ladungspuffer. Nach einer 
Laufzeit der Elektrophorese von 12 h bei 60 V wurde die Laufstrecke der 1 kb 
DNA-Ladder und der Proben auf dem Gel kontrolliert. 
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 Abbildung 3—3: Transfergel für den Southern Blot. A: Transfergel (LN 
469) nach 12 h Elektrophorese mit sichtbaren Längenstandards (Lane 1+2) 
und dem Schmier der Restriktionsansätze. B: Transfergel nach dem Southern 
Blot ohne Nachweis verbliebener DNA. 
Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung der DNA-Fragmente 
wurde das Gel zur Depurinisierung – um die Transfereffizienz langer DNA-
Fragmente (>10 kbp) zu verbessern – für 10 min in 250 mM HCl-Lösung 
gegeben. Nach einem kurzen Waschschritt in destilliertem Wasser folgte eine 
30-minütige Inkubation in Denaturalisierungslösung (vgl. Tabelle 3—16), um 
die für die Hybridisierung notwendigen DNA-Einzelstränge zu erhalten. Einem 
weiteren kurzen Waschschritt mit destilliertem Wasser schloss sich eine Be-
handlung des Gels in Neutralisierungslösung (vgl. Tabelle 3—16) für 30 min 
an, bevor das Gel schließlich für 10 min in 20 x SSC äquilibriert werden 
konnte. 
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 Abbildung 3—4: Aufbau des Southern Blots.86 
Das vorbehandelte Gel wurde nun zum Transfer der DNA-Fragmente auf eine 
Nylonmembran in der Turmbaumethode (vgl. Abbildung 3—4) verwendet. 
Über 3 Whatman 3MM Paper, deren freie Enden in eine Wanne mit 20 x SSC 
reichten und dadurch den Kapillartransfer ermöglichten, wurde das Gel „upside 
down“ gelegt. Darauf folgten die auf die Größe des Gels zugeschnittene Nylon-
membran und 3 weitere Lagen an Whatman 3MM Paper. Dabei wurde vor al-
lem darauf geachtet, dass sich zwischen den Schichten keine Luftblasen be-
fanden, die den DNA-Transfer beeinträchtigen könnten. Abschließend schloss 
sich ein etwa 15 cm hoher Towel Stock mit aufliegender Glasplatte an, die 
zusätzlich noch mit etwa 500 g beschwert wurde.  
Der Southern Blot wurde nach 12 h beendet und zur Kontrolle der Transfer-
effizienz die Ethidiumbromid-enthaltenden Gele ein weiteres Mal unter UV-
Licht begutachtet. Dabei konnte nach vollständigem Transfer der DNA kein 
Signal mehr in dem Gel detektiert werden (vgl. Abbildung 3—3:B). 
Nun wurde die Nylonmembran für 10 min in 2 x SSC gewaschen und zur Fixie-
rung der Restriktionsfragmente zwischen zwei Lagen Whatman 3MM Paper 
noch im feuchten Zustand für 30 min bei 120°C im Heizofen gebacken.  
3.3.4.6 Hybridisierung 
Prähybridisierung, Hybridisierung und Waschschritte wurden unter Zuhilfe-
nahme einer Eigenkonstruktion bestehend aus Taumler, Heizplatte und 
entsprechender Thermoisolierung aus Pappe und Styropor durchgeführt (vgl. 
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Abbildung 3—5). Die Nylonmembranen wurden zusammen mit der benötigten 
Lösung in Folie eingeschweißt und in der Hybridisierungskammer platziert, 
wodurch eine Hybridisierung unter dauerhafter Bewegung und konstanter 
Temperatur möglich war. 
 
 Abbildung 3—5: Aufbau der Hybridisierungsvorrichtung.86 
Die Prähybridisierung zum Äquilibrieren der Nylonmembran und die Hybridi-
sierung erfolgten mit jeweils 10 ml Prähybridisierungs- bzw. Hybridisierungs-
lösung (vgl. Tabelle 3—17), wobei im Gegensatz zur Prähybridisierungs-lösung 
die Hybridisierungslösung zusätzlich 2,4 pmol/ml frisch denaturierte Telomer-
Sonde enthielt. Ein die benötigte Menge an Digoxigenin-gelabelter Telomer-
Sonde umfassendes Aliquot wurde vor der Verwendung in der 
Hybridisierungslösung mit DEPC-Wasser zu 50 µl ergänzt, zur Denaturierung 
für 5 min bei 55°C im Wärmeblock inkubiert und anschließend sofort auf Eis 
gekühlt. Nach der 30-minütigen Prähybridisierung bei 42°C folgte die Hybridi-
sierung für mindestens 15-16 h bei 42°C unter ständiger Bewegung. 
Im Anschluss wurden die Nylonmembranen zweimal jeweils 15 min bei 42°C 
mit 2x SSC/0,1% SDS gewaschen, um mögliche Fehlpaarungen der Sonde zu 
lösen. Abschließend folgten zwei je 5-minütige Waschschritte in 2x SSC und 
Maleinsäurepuffer/0,1% Tween jeweils bei Raumtemperatur. 
3.3.4.7 Detektion der Telomer-Restriktionsfragmente 
Die Nylonmembranen wurden zunächst für 30 min bei Raumtemperatur in 
einer 10%-igen Blockierungslösung (vgl. Tabelle 3—17) unter Bewegung inku-
biert. Dadurch werden unbesetzte Bindungsstellen für die Anti-DIG-Antikörper 
maskiert und eine Erhöhung der Signal-to-noise ratio erreicht. Nach 30 
Minuten wurde die Blockierungslösung durch 10 ml der Antikörperlösung (vgl. 
Tabelle 3—17) ersetzt und die in Folie eingeschweißte Membran für min-
destens 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Taumler inkubiert. Um ein 
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günstiges Verhältnis zwischen Signal und Hintergrund zu bewahren, erfolgte 
auch die 1:10000 Verdünnung der Antikörper in der 10%-igen Blockierungs-
lösung. Zwei sich anschließende jeweils 15-minütige Waschschritte mit 
Maleinsäurepuffer/0,1% Tween dienten der Entfernung überschüssigen 
Antikörperkonjugats. 
Danach wurden die Membranen 2 min in einem alkalischen Reaktionspuffer 
(Puffer 4, pH 9,5) äquilibriert, um der an die Antikörper gekoppelten alka-
lischen Phosphatase optimale Reaktionsbedingungen zu gewährleisten. Mit 
einem handelsüblichen Sprühkopf wurden nun 10 Hübe entsprechend etwa 1 
ml CDP-Star®-Lösung gleichmäßig auf jeder Nylonmembran verteilt. Die 
Membranen mit dem Chemilumineszenzsubstrat wurden einzeln in Folie einge-
schweißt und für 5 min im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden sie in neue 
Folien überführt, um überschüssiges Substrat zu entfernen. Die Filmexposition 
erfolgte bei Raumtemperatur in Filmkassetten, wobei die Expositionszeiten 
zwischen 15 s und 4 min lagen. 
 
 Abbildung 3—6: Gescannte Filmaufnahme eines Southern Blots mit 
Telomer-Restriktionsfragmenten von 6 Zellpassagen unter chronisch 
oxidativem Stress (LN 579). kbp: Kilobasenpaare; M: DIG-gelabelter 
Längenmarker. 
3.3.4.8 Auswertung und Berechnung der mittleren 
Restriktionsfragmentlängen 
Die Filme wurden eingescannt und mittels der Software Telometric 1.2 (Fox 
Chace Cancer Center) densitometrisch ausgewertet. Die mittlere Telomerlänge 
wurde dabei aus einer Doppelbestimmung ermittelt. 
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Aufgrund besser reproduzierbarer Ergebnisse wurde zur Ermittlung der mitt-
leren Telomerlänge auf eine Methode zurückgegriffen, die auf dem Integral der 
densitometrischen Kurve beruht.105 Zusätzlich wurden die Messwerte gewich-
tet, um eine quantitative Überbewertung langer Restriktionsfragmente auf-
grund multipler Sondenbindungen, die zu einem verstärkten Signal führen, 
auszugleichen. Um eventuelle Inhomogenitäten der Gele untereinander oder 
des Gellaufs zu kompensieren, wurde auf jedem Gel ein mit Digoxigenin-
gelabelter Längenstandard (DIG-Molecular Weight Marker II) mitgeführt. Des-
weiteren wurde für jeden Blot ein spezifisches Hintergrundsignal bestimmt, 
das von den auszuwertenden Lanes abgezogen wurde. Diese Maßnahmen 
trugen wie die Tatsache, dass alle Blots auf einmal von der gleichen Person 
über die gesamte Länge und Spurbreite der Signale ausgewertet wurden, zur 
Standardisierung des Auswerteverfahrens bei.106  
 
 Abbildung 3—7: Beispiel der Auswertung eines Southern Blots mit Hilfe 
des Programms Telometric 1.2 (Fox Chace Cancer Center).106 
links oben: Blot mit Marker und den die in die Auswertung eingehenden Flächen 
markierenden Säulen in der rechten Bildhälfte.  
links unten: Gegen die Laufstrecke aufgetragene optische Dichte des Signals der 
Lane 3. Das gewichtete Integral dieser Funktion über der gesamten Laufstrecke ergibt 
die mittlere Telomerlänge der Probe.  
rechts unten: Berechnete Mittelwerte, Mediane, Varianz und Standardabweichung 
der TRF-Längen in den markierten Lanes.  
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3.3.5 Analyse der Genexpression 
3.3.5.1 RNA-Isolation 
Die RNA-Isolation erfolgte nach der RNAzol-Methode. Um eine Veränderung 
der Genexpression in den Chondrozyten durch zusätzlichen Stress in Form des 
Abtrypsinierens zu vermeiden, erfolgte die RNA-Isolation dabei direkt aus den 
Zellkulturflaschen. 
Nachdem die Zellkulturflaschen durch zweimaliges Spülen mit DPBS gereinigt 
wurden, erfolgte die direkte Zugabe von 2 ml RNAzol in die 75 cm2 Zellkultur-
flaschen und das Zell-RNAzol Gemisch wurde mit Zellschabern und durch 
mehrmaliges Aufziehen in einer 2-ml-Pipette homogenisiert. Das Homogenisat 
wurde auf zwei Eppendorf-Cups verteilt (A- und B-Probe, jeweils 1 ml), mit 
100 µl (0,1 VT) Chloroform versetzt und für 15 s per Hand geschüttelt. Nach 
einer 15-minütigen Zentrifugation (12000 g, 4°C) wurden etwa 500 µl der die 
RNA enthaltenden, obenliegenden, wässrigen Phase in ein neues Cup über-
führt und die untenliegende blaue Phenol-Chloroform-Phase, die Proteine und 
DNA enthält, verworfen. Nach Zugabe von etwa 500 µl (1 VT) Isopropanol und 
folgender Durchmischung wurden die Proben zur Fällung für 45 min auf Eis 
inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (15 min, 12000 g, 4°C) wurde 
der Überstand entfernt und die entstandenen RNA-Pellets in 800 µl 75%-igem 
Ethanol unter wiederholtem Vortexen gereinigt. Die Cups wurden zentrifugiert 
(8 min, 7500 g, 4°C), der Ethanolüberstand verworfen, die RNA für maximal 
90 min luftgetrocknet und schließlich in 15 µl DEPC-Wasser gelöst. 
3.3.5.2 DNase-Verdau 
Die RNA-Proben wurden vor der cDNA-Synthese einem DNase-Verdau mit dem 
DNA-free™ Kit unterzogen. Das Vorgehen erfolgte dabei gemäß den Empfeh-
lungen des Herstellers. 
Die RNA-Proben wurden für den Verdau zusammen mit 2 µl 10x DNase I 
Buffer und 2 μl rDNase I bei 37°C in den Heizblock gegeben. Nach 30 min 
wurden zur Inaktivierung der DNase 5 µl frisch resuspendiertes DNase 
Inactivation Reagent hinzugefügt und unter mehrmaligem Vortexen für 2 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Abschließend folgte eine Zentrifugation bei 
10000 g für 2 min, nach der der Überstand, der die DNA-freie RNA enthält, in 
ein neues Cup überführt wurde. 
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3.3.5.3 Messung der RNA-Konzentration 
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch analog dem 
Vorgehen zur Messung der DNA-Konzentration (vgl. Kapitel 3.3.4.2). Auch hier 
diente die A260/A280-Ratio als Indikator für die Integrität der RNA, wobei die 
Ratio für unkontaminierte, intakte RNA etwa 0,2 über dem Level liegt, das für 
unkontaminierte, intakte DNA gilt. 
3.3.5.4 Agarosegelelektrophorese 
Im Anschluss an die photometrische Konzentrationsbestimmung wurde eine 
Gelelektrophorese zur weiteren Verifizierung der Integrität und Reinheit der 
RNA durchgeführt. Auch hier kam ein 0,8%-iges Agarosegel in 1 x TBE-Puffer 
zur Anwendung (vgl. auch für Herstellung Kapitel 3.3.4.3), wobei für die RNA-
Gelelektrophorese bei der Herstellung auf RNase-freies DEPC-Wasser zurück-
gegriffen wurde. 
2 µl Probenvolumen wurde mit DEPC-Wasser auf 8 µl ergänzt, für 10 min bei 
65°C inkubiert und sofort auf Eis gekühlt, um die Bildung von Sekundär-
strukturen zu verhindern. Nach Zugabe von 2 µl RNA-Loading Buffer wurden 
die Proben in die Geltaschen pipettiert und die Elektrophorese für 1,5 – 2 h mit 
100 V (6,67 V/cm) durchgeführt. Anschließend wurden die Gele unter UV-Licht 
begutachtet und fotografisch dokumentiert. 
 
 Abbildung 3—8: RNA-Kontrollgel. 
Man erkennt die typische 28s- und 18s- 
Bande als Zeichen nicht degradierter 
RNA. kbL: 1-kb-DNA-Ladder; kbp: 
Kilobasenpaare. 
 
 
3.3.5.5 cDNA-Synthese  
Für die cDNA-Synthese wurde das Enzym SuperScriptTM II RNase H- ver-
wendet. Diese aus Escherichia coli isolierte reverse Transkriptase, die das pol 
Gen des Moloney Murine Leukemia Virus enthält, synthetisiert cDNA-Einzel-
stränge mit einer Länge von bis zu 12,3 kbp.107, 108 
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Die cDNA-Synthese erfolgte im Doppelansatz mit jeweils 2 µg RNA, die am 
Ende der Prozedur in einem Cup gepoolt wurden. Die verwendeten Oligo(dT) 
Primer, die Nukleotide ATP, TTP, GTP und CTP (dNTPs) sowie das DEPC-
Wasser wurden zur Vermeidung von Kontaminationen stets in Portionen zu 10 
µl aliquotiert. 
Für die Synthese wurde ein Aliquot, das 2 µg RNA enthielt, mit 1 µl Oligo(dt), 
1 µl dNTPs und DEPC-Wasser auf 12 µl ergänzt, für 5 min bei 65°C im Heiz-
block inkubiert und daraufhin auf Eis gekühlt. Nach einer kurzen Zentrifugation 
wurden jedem Ansatz auf Eis 4 μl 5x First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCl (pH 
8,3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) und 2 μl 0,1 M DTT hinzugefügt. Nach einer 
2-minütigen Erwärmung der Proben auf 42°C wurde die Reaktion durch Zu-
gabe von 1 μl reverse Transkriptase (SuperScriptTM ΙΙ RNase H-Reverse 
Transkriptase) gestartet und für 1 Stunde bei 42°C fortgeführt. Anschließend 
wurde durch 15-minütiges Erhitzen der Proben auf 70°C die Synthese ge-
stoppt, die Doppelansätze gepoolt und die cDNA-Konzentration photometrisch 
bestimmt (vgl. Kapitel 3.3.4.2). 
3.3.5.6 PCR 
Die PCR wurde im Light-Cycler® gemäß den Herstellerempfehlungen durchge-
führt. Dabei kamen für die untersuchten Gene folgende Primer zum Einsatz: 
• TRF1: (5’- AAT GAA GGC AGC GGC AAA AG -3’ und 5’- AGT TAC CGC 
AGA CTG TTT GTC -3’),  
• TRF2: (5’- AGG CAG CTA CGG AAT CCT C -3’ und 5’- GGG CTG AAC TTT 
CGT TTT CAT CT -3’),  
• p21: (5’- CCT GTC ACT GTC TTG TAC CCT -3’ und 5’- GCG TTT GGA 
GTG GTA GAA ATC T -3’),  
• XRCC5: (5’- GAC GTG GGC TTT ACC ATG AGT -3’ und 5’- TCA GTG CCA 
TCT GTA CCA AAC -3’), 
• SIRT1: (5’- CGC TGG CCG ACA ACT TGT A -3’ und 5’- CAT GTG AGG 
CTC TAT CCT CCT -3’) und  
• GAPDH: (5’- GAA GGT GAA GGT CGG AGT C -3’ und 5’- GAA GAT GGT 
GAT GGG ATT TC -3’) 
Ein 20 μl Ansatz bestand aus 2 μl Probe, die 0,5 μg cDNA enthielt, und 18 μl 
Master-Mix. Die unterschiedliche Zusammensetzung des Master-Mix richtete 
sich dabei nach der optimalen MgCl2-Konzentration der einzelnen Primer und 
kann Tabelle 3—18 entnommen werden. 
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 TRF1 TRF2 P21 XRCC5 SIRT1 GAPDH 
Primer 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 
FastStart 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
MgCl2 
2,4 µl 
(4mM) 
1,6 µl 
(3mM) 
1,6 µl 
(3mM) 
1,6 µl 
(3mM) 
0,8 µl 
(2mM) 
1,6 µl 
(3mM) 
H2O 13,2 µl 14 µl 14 µl 14 µl 14,8 µl 14 µl 
 Tabelle 3—18: Zusammensetzung Master-Mix. 
Die Negativkontrolle enthielt statt der cDNA-Probe 2 µl Wasser. Nach Zugabe 
des Fast Starts wurden die Ansätze in einer Dunkelbox weiterbearbeitet und 
schließlich als Dreifachbestimmung zusammen mit Standardansätzen im Light-
Cycler® analysiert. Die Auswertung erfolgte nach der Pfaffl-Methode.109 
3.3.6 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS® 17.0 verwendet.  
Dabei wurden mit der Methode der linearen Regression und der Korrelations-
analyse nach Pearson die Zusammenhänge zwischen zwei Messgrößen unter-
sucht. Um statistisch signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Grup-
pen festzustellen, wurde der t-Test angewendet. Die Kontrolle der Normal-
verteilungsannahme erfolgte mit dem Shapiro-Wilk-Test. 
Ein p ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Optimierung des TRF-Assays 
Der TRF-Assay wurde bereits im Tissue Engineering Labor der Unfallchirurgie 
Regensburg eingeführt.106 Aufgrund des zentralen Stellenwerts dieser Methode 
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Wegen gesucht, das Verfahren 
in Bezug auf Kosten- und Zeiteffizienz zu optimieren. 
4.1.1 DNA-Isolation 
Beschränkte Raum-, Zeit- und Finanzierungskapazitäten machen eine mög-
lichst effiziente Verwertung der kultivierten Zellen erforderlich. Die Gewinnung 
der benötigten Menge DNA für den Southern Blot stellt dabei ein zentrales 
Problem dar, steht doch der hohe Gesamtbedarf von mindestens 10 µg DNA 
pro Probe im Gegensatz zu einer schlanken Zellkultur mit möglichst geringem 
Zelleinsatz. Um diesen Gegensatz möglichst effizient aufzulösen, wurden mit 
der DNA-STAT 60TM-Methode der Firma Tel-test Inc. und dem High Pure PCR 
Template Preparation Kit® von Roche neben der Phenol-Chloroform Standard-
methode106 zwei weitere Methoden zur DNA-Isolation getestet. 
Das Potential der DNA-STAT 60TM Methode, die in Analogie zur RNAzol®-
Methode zur RNA-Isolation aus einer chaotropischen Komponente zur Zelllyse 
und einer phenolfreien Extraktionskomponente besteht, ist vor allem durch die 
Möglichkeit der reversen DNA-Extraktion gegeben. Hiermit soll es möglich 
sein, aus der organischen Phase, die sich im Rahmen der RNA-Isolation bildet 
(vgl. Kapitel 3.3.5.1) und die sonst verworfen wird, DNA zu isolieren. Daraus 
ergäbe sich ein erhebliches Einsparungspotential in Bezug auf benötigte Zell-
zahlen. Trotz dieser theoretischen Vorteile musste die Methode aufgrund der 
äußerst geringen Ausbeute und Qualität der isolierten DNA im praktischen Ein-
satz aufgegeben werden. Auch die getestete direkte Isolation der DNA aus 
Chondrozyten mittels DNA-Stat 60TM war sowohl in Bezug auf Menge als auch 
Qualität nicht befriedigend.  
Die weiterhin getestete Säulchenmethode High Pure PCR Template Preparation 
Kit® von Roche stellte sich hingegen in Sachen Ausbeute, Qualität und Zeit-
aufwand als überlegen heraus. Die optimal einzusetzende Zellzahl wurde dabei 
mit etwa 750.000 Chondrozyten pro Säulchen ermittelt und führte zu einem 
DNA-Ertrag von etwa 10-15 µg. Die Integrität der DNA wurde in der 
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Gelektrophorese kontrolliert und neben der photometrischen Konzentrations-
bestimmung im BioPhotometer von Eppendorf zusätzlich stichprobenartig mit-
tels Picodrop 100, Biozym verifiziert. 
4.1.2 Hybridisierung und Detektion 
Um die für Hybridisierung notwendige Temperatur und durchgehende Bewe-
gung der Nylonmembranen zu gewährleisten, wurde der zuvor verwendete 
Hybridisierungsofen durch eine Eigenkonstruktion aus Taumler, Heizplatte und 
Thermoisolation (vgl. Abbildung 3—5) ersetzt. Dadurch wurden zum einen 
logistische Probleme bezüglich der Verfügbarkeit umgangen, zum anderen 
konnte durch das erforderliche Einschweißen der Membranen die einzu-
setzende Menge an Reaktionslösungen deutlich gesenkt werden, ohne dabei 
Qualitätseinbußen in Kauf zu nehmen. 
Auch die Methode zum Aufbringen des Chemilumineszenzsubstrat zur Detek-
tion der Telomere konnte optimiert werden: Durch den Einsatz eines Sprüh-
kopfes konnte im Vergleich zum etablierten Einsatz einer Pipette ein homo-
generes Chemilumineszenzsignal über die gesamte Membran erzielt werden. 
Dies garantierte in der Folge eine weitaus einfachere und sichere Auswertung 
der TRF-Assays. 
4.2 Bestimmung der letalen H2O2-Dosis 
In Vorversuchen wurde approximativ die letale H2O2-Dosis für Chondrozyten 
bestimmt. Die Chondrozyten wurden hierfür für 2 Stunden verschiedenen 
H2O2-Konzentrationen (0, 50, 100, 250, 500 µM, 1000µM) ausgesetzt und 
nach 24 Stunden mittels Live/Dead Kit evaluiert. Lebendige, intakte 
Chondrozyten zeigen hierbei eine grüne Fluoreszenz, rote Fluoreszenz hin-
gegen dient als Marker für tote bzw. geschädigte Zellen. 
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 Abbildung 4—1: Zellviabilität von Chondrozyten nach 2 stündiger 
Inkubation mit ansteigenden H2O2-Konzentrationen (LN 469); Fluoreszenz-
mikroskopie. A: Kontrolle. B: 50 µM H2O2. C: 100 µM H2O2. D: 250 µM H2O2. 
Maßstabsbalken entspricht 100µm. 
Das Verhältnis von toten zu lebendigen Zellen unterschied sich bis zu einer 
H2O2-Konzentration von 100 µM im Allgemeinen nicht von der Kontrolle, wobei 
sich interindividuelle Unterschiede bei Chondrozyten verschiedener Spender 
zeigten. Während eine Konzentration von 50 µM keine letalen Folgen für die 
getesteten Chondrozyten hatte, zeigte sich in Einzelfällen bereits bei einer 100 
µM H2O2-Konzentration eine deutliche Zunahme geschädigter bzw. toter 
Zellen. Bei einer H2O2-Konzentration von 250 µM und darüber hinaus (500 µM 
und 1000µM, Bilder nicht aufgeführt), musste ein weitestgehend ausnahms-
loser Zelluntergang über alle Primärzellkulturen konstatiert werden. Folglich 
wurden für die Akutversuche entsprechend der getesteten interindividuellen 
Unterschiede subletale H2O2-Konzentrationen von 75 bzw. 100 µM verwendet. 
Der Einfluss einer niedrig dosierten, aber länger andauernden oxidativen 
Stressexposition auf die Zellviabilität wurde ebenfalls mittels Live/Dead®-Kit 
untersucht. Die Zellen wurden hierfür 1 Woche mit einem Zellmedium kulti-
viert, das eine 10µM H2O2-Konzentration aufwies, wobei nach 3 Tagen ein ein-
maliger Mediumwechsel stattfand. Nach 7 Tagen erfolgte die Evaluation, bei 
der sich über alle getesteten Chondrozyten kein Unterschied bezüglich der 
Zellviabilität zwischen Kontroll- und oxidativen Stressbedingungen feststellen 
lassen konnte. 
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 Abbildung 4—2: Zellviabilität von Chondrozyten nach chronisch oxidativer 
Stressexposition; Fluoreszenzmikroskopie. A: Kontrolle. B: 10 µM H2O2. 
Maßstabsbalken entspricht 100µm. 
4.3 Analyse der Zellproliferation 
4.3.1 Proliferationsverhalten der Chondrozyten unter 
Kontrollbedingungen 
Das Proliferationsverhalten der Chondrozyten über eine prolongierte Kulti-
vierungsdauer wurde anhand von 5 Primärzellkulturen untersucht. Der 
maximale Betrachtungszeitraum betrug hierbei knapp 220 Tage, in denen die 
Zellen 8-10-mal passagiert wurden. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurden 
die Zellverdopplungen (cell population doubling, cpd) gegen die Kultivierungs-
dauer in Tagen aufgetragen.  
 
 Abbildung 4—3: Individuelles Proliferationsverhalten der 5 untersuchten 
Chondrozytenkulturen unter Kontrollbedingungen. CPD: Zellverdopplungen. 
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Die Chondrozytenkulturen zeigten ein deutlich interindividuell abweichendes 
Proliferationsverhalten. Während LN 479 mit 15,35 cpd/100 Tage am 
schnellsten wuchs und insgesamt 20,11 Zellverdopplungen durchlief, wies LN 
438 mit 6,62 cpd/100 Tage weniger als die Hälfte und somit die geringste Pro-
liferationsgeschwindigkeit auf und erreichte 11,45 Zellverdopplungen. Dabei 
konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem indivi-
duellen Proliferationsverhalten und dem Alter des Spenders abgeleitet werden. 
 
 Abbildung 4—4: Proliferationsverhalten der Chondrozyten unter 
Kontrollbedingungen. CPD: Zellverdopplungen; R2: Bestimmtheitsmaß; 
y=mx: Gleichung der Regressionsgerade. 
Insgesamt erreichten die Chondrozyten unter Kontrollbedingungen über die 
komplette Kultivierungsdauer eine Proliferationsgeschwindigkeit von 9,53 
cpd/100 Tage. Das mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse ermittelte Be-
stimmtheitsmaß R2 betrug 0,78, der Korrelationskoeffizient nach Pearson r für 
die kumulativen Populationsverdopplungen und der Kultivierungsdauer ergab 
einen statistisch signifikanten Wert von 0,88 (p < 0,001).  
4.3.2 Proliferationsverhalten der Chondrozyten unter 
chronisch oxidativem Stress 
Die Chondrozyten der 5 Spender wurden unter chronisch oxidativem Stress bis 
zu 220 Tage mit 10 µM H2O2-haltigem Zellmedium über 8-10 Passagen kulti-
viert. Analog zu den Kontrollbedingungen zeigte sich auch hier ein inter-
individuell unterschiedliches Proliferationsverhalten der Chondrozyten. LN 438 
wies wie in der Kontrollgruppe unter chronischem Stress mit 6,62 cpd/100 
Tage die geringste Proliferationsgeschwindigkeit auf und erreichte 11,47 
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Zellverdopplungen (Kontrolle: 11,45 cpd), LN 479 zeigte mit 14,04 cpd/100 
Tage (Kontrolle: 15,35 cpd/100) das schnellste Wachstum und erreichte 18,40 
Zellverdopplungen (Kontrolle: 20,11 cpd).  
 
 Abbildung 4—5: Vergleich des Proliferationsverhaltens von Kontrollgruppe 
und chronischer Gruppe. n: Anzahl; R2: Bestimmtheitsmaß; y = mx: 
Gleichung der Regressionsgerade 
Die Proliferationsgeschwindigkeit der Chondrozyten unter chronischem Stress 
war mit 9,12 cpd/100 Tage etwas geringer als in der Kontrollgruppe mit 9,53 
cpd/100 Tage, wobei der Unterschied nicht statistisch signifikant war (vgl. 
Abbildung 4—6). Bei der Betrachtung des Proliferationsverhaltens über die Zeit 
lieferte die lineare Regressionsanalyse für die chronische Gruppe ein Be-
stimmtheitsmaß R2 von 0,82 (Kontrolle: R2 = 0,78), der Korrelationskoeffizient 
nach Pearson r betrug 0,91 (Kontrolle: r = 0,88). Auch unter chronischem 
Stress konnte wie unter Kontrollbedingungen somit eine statistisch signifikante 
lineare Korrelation der Zellverdopplungen und der Kultivierungsdauer konsta-
tiert werden (p < 0,001).  
4.3.3 Proliferationsverhalten nach akut oxidativem Stress 
Chondrozyten aus frühen und späten Passagen wurden mit H2O2-haltigem 
Medium in einer Konzentration von 75 – 100 µM für 2 h inkubiert und nach 
einer 24-stündigen Latenz 1:3 gesplittet. Nach einer 4-wöchigen Kultivierung 
erfolgte die Analyse der Zellproliferation junger (frühe Passage, FP) sowie alter 
(späte Passage, SP) Chrondozyten nach akuter oxidativer Stressexposition im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und wurde zur besseren Vergleich-
barkeit auf cpd/100 Tage normiert. 
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 Abbildung 4—6: Proliferationsverhalten von Chondrozyten unter 
oxidativem Stress. CPD: Zellverdopplungen FP: frühe Passage; SP: späte 
Passage; ns: nicht signifikant; ** p < 0,01 
Sowohl bei jungen (FP) als auch bei alten (SP) Chondrozyten konnte eine 
hochsignifikante Reduktion der Zellproliferation nach einer akuten, subletalen 
oxidativen Stressexposition mit einer H2O2-Konzentration von 75-100 µM im 
Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden (p < 0,01). Junge Zellen (FP) 
zeigten nach dem oxidativen Insult (FP Akut) lediglich noch eine Proliferations-
rate von 1.14 cpd/100 Tage (FP: 10.56 cpd/100 Tage), während alte 
Chondrozyten (SP) nach der Stressexposition (SP Akut) ihre Proliferationsrate 
auf 0.79 cpd/100 Tage reduzierten (SP: 8.47 cpd/100 Tage) und damit prak-
tisch einstellten. Dies entspricht einer relativen Reduktion der Proliferations-
rate von 89% in jungen (FP vs. FP Akut) und 91% in alten (SP vs. SP Akut) 
Chondrozyten. 
4.4 Analyse der Zellmorphologie 
Die Morphologie der Chondrozyten veränderte sich im Laufe der Versuche und 
wies einige Charakteristika auf. Offenbarten die Chondrozyten zu Beginn der in 
vitro Expansion weitestgehend ein fibroblastenähnliches Erscheinungsbild in 
Form von rundlich bis spindelförmigen, schlanken Zellen, zeigten sich über die 
Kultivierungsdauer zunehmend Seneszenz-typische Veränderungen wie 
größenprogrediente, abgeflachte Zellleiber mit plumpen Ausläufern und der 
Akkumulation von zytoplasmatische Einschlusskörperchen.  
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  Abbildung 4—7: Typische Morphologie junger und alter Chondrozyten (LN 
579). A: schlanke, fibroblastenähnliche Morphologie junger Chondrozyten 
(1.Passage); Durchlicht B+C: Seneszenz-typische Veränderungen alter 
Chondrozyten mit vergrößerten Zellleibern, plumpen Ausläufern und 
zytoplasmatischen Einschlusskörperchen; Phasenkontrast. B: 7.Passage unter 
Kontrollbedingungen. C: 7.Passage unter chronisch oxidativem Stress. 
Maßstabsbalken entspricht 100µm. 
Die Entwicklung Seneszenz-typischer morphologischer Veränderungen über die 
Kultivierungsdauer konnte sowohl in den Kontroll- als auch in den chronisch 
oxidativen Stressgruppen (10 µM H2O2 im Zellkulturmedium) beobachtet 
werden. Ein wesentlicher Unterschied bezüglich der Ausprägung dieser Verän-
derungen bestand dabei nicht (vgl. B und C in Abbildung 4—7).  
Chondrozyten, die im Rahmen der oxidativen Akutversuche mit subletalen 
H2O2-Dosen (75-100 µM für 2 Stunden) inkubiert wurden, zeigten mit 
Zellgrößenzunahme und –verplumpung ebenfalls senenszenz-typische Verän-
derungen. Das Ausmaß der postexpositionellen Veränderungen war dabei 
interindividuell unterschiedlich, wobei Chondrozyten später Passagen tenden-
ziell deutlichere Unterschiede zeigten. 
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 Abbildung 4—8: Seneszenz-typische morphologische Veränderungen nach 
akuter subletaler oxidativer Stressexposition (LN 438, 1. Passage). A: vor der 
oxidativen Stressexposition; Phasenkontrast B: nach der oxidativen 
Stressexposition erkennt man vergrößerte, abgeflachte Chondrozyten mit 
vermehrtem Zelldebris; Durchlicht. Maßstabsbalken entspricht 100µm. 
4.5 Analyse der SA ß-Galaktosidase Expression 
Das Auftreten der Seneszenz-assoziierten (SA) ß-Galaktosidase ist ein aner-
kannter und verbreiterter Marker der Seneszenz und wurde im Rahmen dieser 
Arbeit mit Hilfe der X-Gal Färbung nachgewiesen. Blaue Zellen signalisieren 
dabei die Existenz der SA ß-Galaktosidase und implizieren auf diese Weise die 
eingetretene Seneszenz. 
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 Abbildung 4—9: Vergleich der SA ß-Galaktosidase Expression junger und 
alter Chondrozyten (LN 438). A: SA ß-Galaktosidase negative junge Chondro-
zyten (1.Passage) B+C: SA ß-Galaktosidase positive alte Chondrozyten. B: 
7.Passage unter Kontrollbedingungen. C: 7.Passage unter chronisch oxidativem 
Stress. Maßstabsbalken entspricht 100µm. 
Während sich bei allen Primärzellkulturen zu Beginn der Expansion die jungen 
Chondrozyten nicht anfärben ließen und weitestgehend SA ß-Galaktosidase 
negativ waren, zeigten sich in den späten Passagen mehr als 90% der Zellen 
blau und damit SA ß-Galaktosidase positiv. Ein Unterschied zwischen der 
Kontrollgruppe und der chronisch oxidativen Stressgruppe konnte wie bei der 
Morphologie auch bezüglich der SA ß-Galaktosidase Expression nicht nachge-
wiesen werden.  
Nach den oxidativen Akutversuchen (75-100 µM H2O2 für 2 Stunden) erhöhte 
sich der Anteil blauer bzw. SA ß-Galaktosidase positiver Chondrozyten, wobei 
die Ausprägung zwischen den getesteten Chondrozyten variierte. Die Färbung 
wurde in 6-Well Platten 1 Woche nach der Stressexposition durchgeführt. 
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 Abbildung 4—10: Veränderung der SA ß-Galaktosidase Expression nach 
akuter subletaler oxidativer Stressexposition (LN 579). A: vor der oxidativen 
Stressexposition B: nach oxidativer Stressexposition erkennt man 
weitestgehend blau gefärbte Chondrozyten. Maßstabsbalken entspricht 
100µm. 
4.6 Analyse der Telomerlänge 
4.6.1 Telomerlänge zunehmend seneszenter Chondrozyten 
unter Kontrollbedingungen und chronisch oxidativem 
Stress 
Die Chondrozyten von 5 Donoren wurden zu Beginn der in vitro Langzeit-
kultivierung in eine Kontrollgruppe und eine chronisch oxidative Stressgruppe 
(Zellkulturmedium mit 10 µM H2O2) aufgeteilt. Die Bestimmung der Telomer-
länge mit Hilfe des TRF-Assays erfolgte zu jeder Zellpassage, bei der durch 
Zellzählung auch die kumulativen Zellverdopplungen (cpd) festgestellt wurden. 
Zur Analyse wurden die Telomerlängen gegen die Zellverdopplungen auf-
getragen. 
Die initiale mittlere Telomerlänge am Anfang der Kultivierung lag zwischen 11 
und 12,2 kbp (MW ± SD: 11707 bp ± 512 bp). Während die Chondrozyten 
unter Kontrollbedingungen am Ende der Betrachtungsperiode Telomerlängen 
von 9,2 bis 10 kbp (MW ± SD: 9600 bp ± 347 bp) aufwiesen, verkürzten sich 
die Telomere der Chondrozyten in der chronisch oxidativen Stressgruppe auf 
8,3 bis 8,7 kbp (MW ± SD: 8503 bp ± 278 bp). Die Telomerverkürzung pro 
cpd war in der chronisch oxidativen Stressgruppe mit 219 bp/cpd signifikant 
höher als in der Kontrollgruppe mit 140 bp/cpd (p < 0,01). In beiden Gruppen 
korrelierte dabei die Telomerlänge negativ linear mit den Zellverdopplungen (p 
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< 0,0001), wobei der Telomerverlust pro Zellverdopplung über den gesamten 
Betrachtungszeitraum, in dem die Chondrozyten einer progredienten 
Dedifferenzierung unterlagen,110–112 konstant blieb.  
 
 Abbildung 4—11: Telomerlängenentwicklung von Chondrozyten unter 
Kontrollbedingungen und chronisch oxidativem Stress. CPD: 
Zellverdopplungen. 
Um die Daten der verschiedenen Primärzellkulturen trotz unterschiedlicher 
Ausgangslänge der Telomere besser vergleichen zu können, wurden die rela-
tiven Telomerlängen verwendet und gegen die kumulativen Zellverdopplungen 
(cpd) aufgetragen. Die relativen Telomerlängen ergaben sich dabei aus dem 
Verhältnis der gemessenen Telomerlänge bei Zellpassage zur Ausgangs-
telomerlänge der betroffenen Primärzellkultur. 
 
 Abbildung 4—12: Relative Telomerlängenentwicklung von Chondrozyten 
unter Kontrollbedingungen und chronisch oxidativem Stress. CPD: 
Zellverdopplungen. 
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Die relative Telomerlänge korrelierte in beiden Gruppen hochsignifikant (p < 
0,0001) negativ linear mit den kumulativen Zellverdopplungen, wobei sich für 
die Kontrollgruppe ein Korrelationskoeffizient r nach Pearson von 0,95 ergab, 
für die chronische oxidative Stressgruppe war r = 0,86. Die relative 
Telomerverkürzung pro cpd erreichte mit 1,88%/cpd in der chronisch 
oxidativen Stressgruppe einen signifikant höheren Wert als in der Kontroll-
gruppe mit 1,19%/cpd (p < 0,05). 
4.6.2 Einfluss von akut oxidativem Stress auf die Telomerlänge 
junger und alter Chondrozyten 
Junge und alte Chondrozyten aus frühen (FP) bzw. späten (SP) Passagen wur-
den für diesen Versuchsteil 2 Stunden subletalen H2O2-Konzentrationen (75-
100µM) ausgesetzt. Bei einem Teil der Zellen erfolgte nach 24 h die Proben-
isolierung zur Telomerlängenbestimmung (Akut FP und Akut SP), der andere 
Teil wurde nach 24 h passagiert und weitere 4 Wochen bis zur endgültigen 
Probenisolierung für den TRF-Assay kultiviert (Akut 4 Wo FP und Akut 4 Wo 
SP). Da auch hier die unterschiedliche Ausgangstelomerlänge aufgrund 
interindividueller Variationen der verschiedenen Chondrozytenspender die 
Auswertung erschwerten, wurden aus Aspekten der Übersichtlichkeit relative 
Telomerlängen aus dem Verhältnis der gemessenen Telomerlänge zur 
Ausgangstelomerlänge verwendet. 
 
 Abbildung 4—13: Relative Telomerverkürzung junger (FP) und alter (SP) 
Chondrozyten 24 h und 4 Wochen nach akut oxidativer Stresseinwirkung. FP: 
frühe Passage. SP: späte Passage.*p < 0,05 
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24 h Stunden nach dem oxidativen Akutversuch zeigten die Chondrozyten 
keine signifikanten Änderungen der Telomerlänge. Sowohl junge Chondrozyten 
(Kontrolle FP vs. Akut FP) als auch alte Chondrozyten aus späten Passagen 
(Kontrolle SP vs. Akut SP) wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (vgl. 
Abbildung 4—13). Wurden die Chondrozyten im Gegensatz hierzu nach 24 h 
passagiert und weitere 4 Wochen kultiviert, so hatten die Chondrozyten aus 
der Akutgruppe signifikant kürzere Telomere als die Kontrollgruppe, die ohne 
H2O2-Einfluss kultiviert wurde. Bei jungen Chondrozyten (FP) zeigte sich eine 
Verkürzung der Telomere um 415 bp bzw. 5.8% (p = 0,015), alte Chondro-
zyten (SP) wiesen einen Telomerverlust von 582 bp bzw. 7.1% (p = 0.01) auf. 
4.7 Analyse der Genexpression 
Junge und alte Chondrozyten aus frühen (FP) bzw. späten (SP) Passagen 
wurden für diesen Versuchsteil 2 Stunden subletalen H2O2-Konzentrationen 
(75-100µM) ausgesetzt. 1, 3, 6, 12, und 24 h post H2O2-Exposition wurden 
RNA-Proben aus den Chondrozyten isoliert und mittels RT-PCR die auf das 
housekeeping gene GAPDH normierte Expression der Gene TRF1, TRF2, 
XRCC5, p21 und SIRT1 bestimmt. Die folgenden Abbildungen zeigen die rela-
tive Expression der untersuchten Gene bezogen auf die unmittelbar vor 
Versuchsbeginn isolierte Kontrolle. Die aufgrund getesteter, interindividueller 
Unterschiede verwendeten H2O2-Konzentrationen von 75 bzw. 100 µM zeigten 
keinen divergierenden Einfluss auf das Genexpressionsprofil, so dass die 
Ergebnisse einer einheitlichen Auswertung zugeführt werden konnten. 
4.7.1 Expression von TRF1 und TRF2 
Bei jungen Chondrozyten (FP) zeigte sich 3 h postexpositionell eine signifi-
kante, etwa 40%-ige Steigerung der TRF1 Expression, während es nach 12 h 
zu einem signifikanten Expressionsabfall gegenüber der Kontrolle kam, bevor 
nach 24 h in etwa wieder das Kontrollniveau erreicht wurde. Alte Chondro-
zyten (SP) zeigten hingegen über die ersten 6 h nach der H2O2-Exposition ein 
konstantes Expressionsmuster von TRF1, bevor es nach 12 h zu einem 
hochsignifikanten Abfall der Expression kam, der auch noch nach 24 h anhielt. 
Die Expressionsänderungen erreichten dabei weder in jungen noch in alten 
Zellen physiologisch relevante Werte. 
54 Ergebnisse 
  
 
 Abbildung 4—14: Relative TRF1-Genexpression junger (FP) und alter (SP) 
Chondrozyten 1, 3, 6, 12, und 24 h nach akut oxidativer Stressexposition. K: 
Kontrolle. FP: frühe Passage. SP: späte Passage. *p < 0,05, **p < 0,01. 
Die TRF2 Expression stieg in jungen Chondrozyten (FP) nach 3 h signifikant an 
und erreichte nach 6 h einen Maximalwert, der dem dreifachen Ausgangswert 
entsprach (p < 0,05). Danach sank die Expression und erreichte nach 24 h 
wieder das Kontrollniveau. Bei alten Chondrozyten (SP) zeigte sich ein ähn-
licher signifikanter Anstieg der TRF2 Expression bis auf den dreifachen 
Ausgangswert, dieser wurde hier allerdings erst nach 12 h erreicht. An-
schließend sank die relative Genexpression, war nach 24 h allerdings immer 
noch signifikant über dem Ausgangsniveau (p < 0,05). 
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 Abbildung 4—15: Relative TRF2-Genexpression junger (FP) und alter (SP) 
Chondrozyten 1, 3, 6, 12, und 24 h nach akut oxidativer Stressexposition. K: 
Kontrolle. FP: frühe Passage. SP: späte Passage. *p < 0,05, **p < 0,01. 
4.7.2 Expression von XRCC5 
Betrachtet man die XRCC5 Expression, zeigte sich sowohl in jungen (FP) als 
auch in alten (SP) Chondrozyten 1 h nach dem akut oxidativen Insult eine 
signifikante Reduktion. Bei jungen Zellen folgte eine stetige Steigerung der 
Expression bis auf das zweifache Ausgangsniveau nach 12 h (p < 0,01), alte 
Zellen zeigten ihr Expressionsmaximum ebenfalls nach 12 h, erreichten dabei 
allerdings nur den 1,5-fachen Kontrollwert (p < 0,05). Nach 24 h blieb bei al-
ten Zellen das nach 12 h erreichte Niveau erhalten, während die Expression 
von XRCC5 bei jungen Zellen etwas absank, dabei aber immer noch über dem 
Ausgangsniveau verblieb. 
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 Abbildung 4—16: Relative XRCC5-Genexpression junger (FP) und alter 
(SP) Chondrozyten 1, 3, 6, 12, und 24 h nach akut oxidativer 
Stressexposition. K: Kontrolle. FP: frühe Passage. SP: späte Passage. *p < 
0,05, **p < 0,01.  
4.7.3 Expression von SIRT1 
Das zeitliche Expressionsmuster von SIRT1 nach oxidativem Stress zeigte in 
jungen Zellen (FP) bereits nach 1 h einen hochsignifikanten Anstieg auf das 
3,5-fache Ausgangsniveau. Nach niedrigeren – aber stets signifikant höheren 
Werten nach 3, 6 und 12 h im Vergleich zur Kontrolle – sank die Expression 
wieder auf einen zur Kontrolle nicht signifikant unterschiedlichen Wert nach 24 
h. Alte Chondrozyten (SP) erreichten lediglich nach 6 h einen signifikant höhe-
ren Wert. Bei den restlichen Zeitpunkten war die Expression zwar tendenziell 
erhöht, erreichte aber keine statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle. 
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 Abbildung 4—17: Relative SIRT1-Genexpression junger (FP) und alter 
(SP) Chondrozyten 1, 3, 6, 12, und 24 h nach akut oxidativer 
Stressexposition. K: Kontrolle. FP: frühe Passage. SP: späte Passage. *p < 
0,05, **p < 0,01. 
4.7.4 Expression von p21 
Die Expression von p21 nach subletaler Wasserstoffperoxidinkubation zeigte 
sowohl in jungen (FP) als auch in alten (SP) Chondrozyten zu jedem Zeitpunkt 
eine signifikant erhöhte Expression. Bei beiden Gruppen wurde das 
Expressionsmaximum nach 3 h erreicht und betrug etwa das neunfache 
Ausgangsniveau bei jungen Chondrozyten und das sechsfache Ausgangsnivau 
bei alten Chondrozyten (p < 0,01). Anschließend zeigte sich eine Expressions-
reduktion, verblieb aber auch nach 24 h auf einem Wert, der bei jungen Zellen 
vierfach (p < 0,01), bei alten Zellen noch dreifach über der Kontrolle lag (p < 
0,01). Die maximal erreichte Expression von p21 bei den akut oxidativen 
Stressversuchen entsprach dabei in etwa dem Expressionsniveau, das in 
seneszenten Chondrozyten gefunden wurde (nicht in der Abbildung auf-
geführt). 
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 Abbildung 4—18: Relative p21-Genexpression junger (FP) und alter (SP) 
Chondrozyten 1, 3, 6, 12, und 24 h nach akut oxidativer Stressexposition. K: 
Kontrolle. FP: frühe Passage. SP: späte Passage. *p < 0,05, **p < 0,01. 
 
 
 
 
Diskussion  59 
 
5 Diskussion 
Chondrozyten sind spezialisierte Zellen, die Knorpelgewebe synthetisieren und 
für dessen Homöostase verantwortlich sind.113 Aufgrund der fehlenden 
Vaskularisation des Knorpels (avaskuläres Gewebe) sind Chondrozyten an eine 
Lebensumgebung adaptiert, die unter anderem durch einen im Vergleich zu 
vielen anderen Zellen des Körpers niedrigeren Sauerstoffpartialdruck gekenn-
zeichnet ist.114, 115 Sauerstoff (O2) und davon abgeleitete reaktive Sauerstoff-
verbindungen (ROS) beeinflussen dabei nicht nur die Differenzierung und den 
Phänotyp von Zellen,116, 117, 115 sondern sind bei Überschreitung der anti-
oxidativen Kapazitäten der Zellen und daraus resultierendem oxidativen Stress 
auch maßgeblich an der Entstehung der extrinsischen oder Stress-induzierten 
prämaturen Seneszenz (SIPS) beteiligt.102 Seneszente Chondrozyten sind 
durch ein Sekretionsmuster autoparakrin wirkender kataboler und 
proinflammatorischer Enzyme gekennzeichnet (SASP), das in vergleichbarer 
Weise auch bei Chondrozyten zu finden ist, die aus arthrotisch verändertem 
Knorpelgewebe isoliert wurden und denen somit eine Rolle in der Entstehung 
von Arthrose zugesprochen wird.29, 34, 36, 118 In Verbindung mit neuesten 
Erkenntnissen, die einen eindeutigen Zusammenhang zwischen zellulärer 
Seneszenz und altersassoziierten Erkrankungen nachweisen,38 werden die 
komplexen Zusammenhänge und Interdependenzen von externen Stressoren 
wie O2 und ROS, zellulärer Seneszenz und altersassoziierten Erkrankungen wie 
Arthrose deutlich.  
Vor allem bei Chondrozyten, die im Rahmen der autologen Chondro-
zytentransplantation bei Knorpeldefekten bereits klinisch im Einsatz sind20 und 
einer schnellen in vitro Expansion bedürfen,119 sind die Auswirkungen von 
oxidativem Stress in diesem Kontext weitestgehend unbekannt. Wiederholte 
oxidative Präkonditionierung schützt Knorpelgewebe vor mechanisch indu-
ziertem Schaden100 und dessen Einsatz im Rahmen der in vitro Expansion 
könnte eine Kultivierung stressresistenter und somit qualitativ hochwertigerer 
Chondrozyten ermöglichen,99 andererseits besteht durch den oxidativen Stress 
die Gefahr, dass vermehrt Chondrozyten in die Seneszenz eintreten und durch 
die damit einhergehende vermehrte Sekretion kataboler und 
proinflammatorischer Substanzen die Arthroseentwicklung negativ beein-
flussen. Zu diesem Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals die 
Auswirkungen von akut und chronisch oxidativem Stress in Form von H2O2 auf 
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die Seneszenz humaner Chondrozyten untersucht. Besonderer Fokus lag dabei 
auf dem Proliferationspotential, der Morphologie und der Telomerlänge, sowie 
der Expression von telomerassoziierten und in der Bewältigung von Zellstress 
involvierten Genen. 
5.1 Diskussion der Zellproliferation 
Chondrozyten sind hochdifferenzierte Zellen, die sich in gesundem Knorpel in 
vivo praktisch nicht mitotisch teilen und deswegen häufig als post-mitotisch 
angesehen werden. Unter definierten Bedingungen in vitro findet jedoch eine 
Wiederaufnahme der mitotischen Teilungsaktivität statt, die in begrenzter 
Form auch als Reaktion auf traumatische oder degenerative Schäden am 
Knorpel in vivo auftritt.113, 120, 121 
Wie auch andere diploide, somatische humane Zellen verfügen Chondrozyten 
über kein unendliches Proliferationspotential,24 sondern stellen nach einer be-
stimmten Anzahl von Zellverdopplungen (cpd) ihr expansives Wachstum ein 
und treten in das Stadium der Seneszenz ein. Während Fibroblasten unter 
Standardzellkulturbedingungen mit atmosphärischen O2-Partialdruck etwa 
50±10 cpds erreichen,24 stellen Chondrozyten ihr Wachstum bereits nach etwa 
25-35 cpds ein. 122, 123 
In unseren Versuchen lagen die erreichten kumulativen Zellverdopplungen 
zwischen 11,45 (LN 438) und 20,11 (LN 479) bei einer Proliferations-
geschwindigkeit zwischen 6,62 und 15,35 cpd/100 Tage und damit unter den 
in der Literatur publizierten Werten. Ein statistischer Zusammenhang zwischen 
Patientenalter und Proliferationskapazität oder -geschwindigkeit konnte dabei 
nicht nachgewiesen werden.  
Während einer in vitro Expansion sind Zellen einem Kulturstress ausgesetzt, 
der massiven Einfluss auf verschiedenste Zellfunktionen wie auch das Prolife-
rationspotential hat. Zu den stressauslösenden Faktoren zählen ein im Ver-
gleich zur natürlichen Umgebung von Chondrozyten erhöhter O2-Partialdruck 
von 20% im Vergleich zu 1-5% in vivo,101 als auch verwendetes Zellmedium, 
Zellkulturflaschen oder Serum.27, 124, 125 Diese Faktoren beeinflussen das 
Proliferationspotential und können als erklärende Ursache der beobachteten 
Unterschiede herangezogen werden. Durch die lange Kultivierungsdauer von 
bis zu 220 Tagen in unseren Versuchen ist auch eine Unterschätzung der cpd 
aufgrund methodischer Gegebenheiten nicht auszuschließen. Nicht adhärente 
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Zellen werden beim Mediumwechsel und der Zellpassage abgesaugt und gehen 
folglich nicht in die Zellzählung ein. Über eine Kultivierungsdauer von mehr als 
einem halben Jahr können kleine dadurch gegebene Abweichungen zu einer 
beobachteten, niedrigeren cpd beitragen. Desweiteren konnten aus organisa-
torischen Gründen die bereits vollzogenen kumulativen Zellverdopplungen 
zwischen Isolation der Chondrozyten aus dem Knorpelgewebe und der primä-
ren Kryokonservierung nicht nachvollzogen werden. 
Bezüglich der Proliferationskapazität- und geschwindigkeit von Zellen in vitro 
in Abhängigkeit vom Donoralter finden sich kontroverse Literaturangaben. Bei 
Chondrozyten58 und Fibroblasten126 wurde eine beeinträchtigte Proliferations-
kapazität mit zunehmendem Donoralter konstatiert, wobei bei Berück-
sichtigung weiterer Faktoren wie beispielsweise dem Gesundheitszustand der 
Donoren diese Korrelation nicht zwangsläufig ist.127 Den Ergebnissen aus 
unseren Versuchen folgend hat ein hohes Patientenalter zumindest keine 
negativen Effekte auf die Zellproliferation in vitro und stellt somit keine 
Kontraindikation für die Anwendung des Tissue Engineering dar, über das 
chondrogene (Re-)Differenzierungspotential lässt sich im Rahmen unserer 
Versuche keine Aussage treffen – zumindest während der 
Redifferenzierungsphase scheint jedoch ein geringer O2-Partialdruck förderlich 
zu sein.128 Die untersuchte Anzahl von Patienten mit n=5 ist darüber hinaus 
sehr gering, um valide Aussagen machen zu können. Diese Ergebnisse sind 
deshalb mit Vorsicht zu interpretieren. 
In den experimentellen Stressgruppen wurde der Effekt einer chronisch, 
niedrig dosierten (10 µM) und einer akut subletalen H2O2-Exposition unter-
sucht. Das verwendete Regimen war dabei ein in der Wissenschaft akzep-
tiertes und breit angewandtes Verfahren in Studien über zelluläre Seneszenz 
unterschiedlicher tierischer und humaner Zellen.90, 96, 129, 130 Sieht man eine 
direkte Korrelation von O2-Partialdruck und ROS als gegeben an,131 können 
Studien, die Effekte unterschiedlicher O2-Konzentrationen auf das Wachstum 
und andere zytologische Marker untersuchen, auch als Referenz für eine chro-
nisch oxidative Schädigung der Chondrozyten herangezogen werden.  
Bereits eine Kultivierung unter atmosphärischem O2-Gehalt von 20% stellt für 
Zellen einen unphysiologischen Stressreiz dar, sind Zellen in vivo doch an 
einen O2-Partialdruck von 1-5% adaptiert. So zeigte sich in Studien, die Zell-
kulturen unter physiologischen O2-Partialdrücken von 3-5% durchführten, eine 
Steigerung der kumulativen Zellverdopplungen um durchschnittlich 20-30%, 
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teilweise auf das Doppelte im Vergleich zur Kontrollgruppe unter einem 20%-
igen O2-Partialdruck. Diese Ergebnisse wurden mit Hilfe von humanen 
diploiden Fibroblasten (HDF)88 erzielt und später auch für humane122 und 
Chondrozyten von Hühnern116 bestätigt. Ein erhöhter O2-partialdruck von 50% 
hatte dagegen negative Effekte auf die Zellen mit einer verkürzten in vitro 
Lebensspanne. Unphysiologisch hohe O2-Konzentration mit konsekutiver 
erhöhter ROS Bildung limitieren somit die erreichbaren kumulativen Zell-
verdopplungen in vitro. 
In unseren Versuchen bezüglich einer chronisch oxidativen Schädigung huma-
ner Chondrozyten mit 10 µM H2O2 zeigte sich kein signifikanter Unterschied 
bezüglich des Proliferationsverhaltens gegenüber der Kontrollgruppe. Studien 
an HDFs zeigten bei einer H2O2-Exposition mit gleicher Konzentration bereits 
nach wenigen Tagen einen Proliferationsstopp und typische Zeichen der zellu-
lären Seneszenz.90 Die Wirksamkeit von H2O2 ist allerdings stark von ver-
wendeten Puffern und Medium abhängig.96 Diese Parameter waren in den 
betrachteten Studien nicht identisch, was als mögliche Erklärung dienen kann. 
Möglicherweise zeigen Chondrozyten unter diesen Kulturbedingungen auch 
eine höhere oxidative Stresstoleranz als HDFs bzw. die gewählte H2O2-Kon-
zentration war in dem Setting mit atmosphärischen O2-Partialdruck zu gering, 
um einen Unterschied feststellen zu können.132 Vergleichbare Ergebnisse wie 
bei den hier untersuchten Chondrozyten zeigten sich auch bei mesenchymalen 
Stammzellen (MSC).133 
In den Stressversuchen mit akut subletalen H2O2-Konzentration von 75-100µM 
stellten sowohl junge (FP) als auch alte (SP) Chondrozyten ihre Proliferation 
praktisch ein, wobei der Effekt bei alten Chondrozyten noch ausgeprägter war, 
was auf eine reduzierte oxidative Stresstoleranz bei langzeitkultivierten 
(dedifferenzierten) Chondrozyten hinweist.132 Auch MSCs 133 sowie andere Zel-
len 130, 74, 134 zeigten nach akuter, subletaler H2O2-Exposition eine signifikante 
Reduktion bzw. Einstellung der Proliferation. Die Ergebnisse bestätigen die be-
kannte Stress-induzierte prämature Seneszenz (SIPS) durch akute subletale 
H2O2-Exposition bei humanen Chondrozyten. 
5.2 Diskussion der Zellmorphologie 
Werden Chondrozyten aus Knorpelgewebe isoliert und in Monolayern in vitro 
kultiviert, verlieren sie ihre physiologische runde Form und nehmen als Zei-
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chen ihrer Entdifferenzierung eine fibroblastenähnliche, spindelförmige 
Morphologie an.135, 136 Mit zunehmender Dauer der Expansion folgen Senes-
zenz-assoziierte Veränderungen – bereits vor Erreichen des Hayflick-Limits – 
wie ein Aktivitätswechsel bestimmter transkribierter Gene (Kollagene, 
Aggrecan, Glykosaminoglykane), ein verändertes Ansprechen auf Wachstums-
faktoren und eine morphologische größenprogrediente Abflachung der Zell-
leiber mit plumpen Ausläufern und der Akkumulation von zytoplasmatischen 
Einschlusskörperchen.24, 110, 137 Seneszenz-assoziierte Veränderungen, die hier 
dem progredienten Telomerverlust während der prolongierten Expansion zuge-
sprochen werden (replikative Seneszenz), können durch Stressoren wie UV-
Bestrahlung, Onkogenaktivierung oder ROS unabhängig vom in vitro Alter der 
Zellen auch prämatur induziert werden (SIPS).74, 75, 90, 95, 138 
In unseren Versuchen konnte die Änderung der Morphologie in Abhängigkeit 
des in vitro Alters – wie in der Literatur beschrieben – gut nachvollzogen wer-
den. Junge Zellen zeigten ein fibroblastenähnliches, spindelförmiges Aussehen, 
das im Laufe der Expansion der Seneszenz-assoziierten Morphologie mit abge-
flachten, vergrößerten Zellleibern mit plumpen Ausläufern und vermehrtem 
Zelldebris wich. Die Morphologie der Chondrozyten unter chronisch oxidativem 
Stresseinfluss wies dabei keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe 
auf. Zwar steht dies im Widerspruch zu anderen Studien mit geringem O2-
Partialdruck,116 doch ist dieses Ergebnis in Analogie zur unveränderten 
Proliferationsfähigkeit der oxidativen Stressgruppe nicht überraschend und die 
dort aufgeführten Erklärungen auch hier anzuwenden. Die Inkubation junger 
und alter Chondrozyten mit subletalen H2O2-Konzentrationen von 75-100 µM 
hingegen führte übereinstimmend mit Literaturangaben zu einer Induktion der 
Seneszenz-assoziierten Morphologie, wobei der Unterschied zur Kontrollgruppe 
bei alten Zellen deutlicher ausgeprägt war.132 Auch dieses Ergebnis impliziert 
eine verminderte oxidative Toleranz alter Chondrozyten. Übereinstimmende 
Ergebnisse wurden auch bei MSCs gefunden.133 Die veränderte Morphologie 
lässt somit keine Rückschlüsse auf die Genese der Seneszenz zu.  
5.3 Diskussion der SA-ß-Galaktosidase-Aktivität 
Ein weit verbreiteter Marker der Seneszenz ist die Detektion der SA-ß-
Galaktosidaseaktivität. Dimri et al. zeigten 1995 an Fibroblasten und 
Keratinozyten humaner Hautbiopsien, dass lediglich seneszente Zellen im 
Gegensatz zu jungen oder terminal differenzierten Zellen eine ß-Galaktosidase 
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exprimieren, die bei einem pH=6 histochemisch detektierbar ist (SA-ß-
Galaktosidase) und so als Seneszenznachweis in vitro und in vivo dient.31 Auch 
wenn sich in der Folge herausstellte, dass die SA-ß-Galaktosidase die 
lysosomale ß-Galaktosidase mit einem pH-Optimum von 4,5 ist139 und weder 
für die Enstehung der Seneszenz ursächlich, noch wirklich seneszenzspezifisch 
ist, sondern vermutlich auf der Anhäufung von Autophagosomen140 und somit 
lysosomalen Kompartimenten in der Zelle beruht,141 hat der Aktivitätsnachweis 
aufgrund der einfachen Anwendbarkeit und Verlässlichkeit nach wie vor einen 
hohen Stellenwert in der Wissenschaft. Der detektierbare Aktivitätsanstieg der 
SA-ß-Galaktosidase findet sich sowohl bei der replikativen Seneszenz nach 
einer gewissen Anzahl von mitotischen Zellteilungen, als auch als Antwort auf 
unterschiedliche Stressoren im Rahmen der Stress-induzierten prämaturen 
Seneszenz und erklärt den Einsatz als universeller Seneszenzmarker.31, 90, 130 
Die Methode mit der weitesten Verbreitung zur Detektion der SA-ß-Galakto-
sidase ist die enzymatische Spaltung des chromogenen Substrats 5-Brom-4-
chlor-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid (X-Gal) bei einem pH=6, das zu einer 
Blaufärbung seneszenter Zellen führt. Bei der Färbung ist zur Vermeidung 
falsch-positiver Befunde vor allem auf eine subkonfluente Zellkultur zu 
achten.142  
Zu Beginn unserer Versuche waren weitestgehend alle Zellen jedes Donors 
SA-ß-Galaktosidase negativ, unabhängig vom Alter der Spender. Dies steht 
entgegen den Ergebnissen von Dimri et al. bei humanen Fibroblasten und 
Keratinozyten, die einen Aktivitätsanstieg der SA-ß-Galaktosidase in 
Abhängigkeit des Spenderalters feststellen konnten.31 Doch gerade die in vivo 
Anwendung bzw. Validität der SA-ß-Galaktosidase-Aktivität zur 
Seneszenzbestimmung ist stark umstritten.142 Studien an Chondrozyten zeig-
ten einerseits eine direkte Korrelation der SA-ß-Galaktosidase-Expression mit 
dem Spenderalter,4 andere Ergebnisse legen eine Korrelation der Aktivität mit 
dem Krankheitsgrad der Arthrose und nicht dem Patientenalter nahe.143  
Über die Dauer der Zellkultur zeigte sich eine deutliche Zunahme blauer Zellen 
als Zeichen der eingetretenen Seneszenz, bis in den letzten Passagen sowohl 
der Kontroll- als auch der chronisch oxidativen Stressgruppe mehr als 90% 
der Chondrozyten eine positive X-Gal-Färbung zeigten. Diese Ergebnisse 
stützen die Bedeutung der SA-ß-Galaktosidase-Bestimmung als Zeichen der 
Seneszenz in vitro, legen allerdings auch nahe, dass die Bestimmung in vivo 
multiplen Einflüssen und somit Störfaktoren unterliegt und eine reine Alters-
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abhängigkeit nicht konstatiert werden kann. Unterschiede zwischen der 
Kontroll- und chronisch oxidativen Stressgruppe zeigten sich in Analogie zu 
den Beobachtungen bei der Zellproliferation und der Morphologie nicht. 
In den Akutversuchen mit subletalen H2O2-Konzentrationen von 75-100µM für 
2 Stunden konnte nach einigen Tagen ein deutlicher Anstieg der SA-ß-Galakto-
sidase-Aktivität als Zeichen der eingetretenen Stress-induzierten prämaturen 
Seneszenz (SIPS) in Chondrozyten konstatiert werden. Diese Ergebnisse 
konnten sowohl an jungen als auch an alten, präseneszenten Chondrozyten 
nachvollzogen werden. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit anderen 
Studien.133, 144 
Zusammenfassend legen die vorliegenden Daten die Vermutung nahe, dass 
ein Anstieg der SA-ß-Galaktosidase-Aktivität in vitro vornehmlich mit 
Zellzyklusarrest in einer sonst promitogenen Umgebung assoziiert ist.86 Un-
abhängig von der Genese eines Wachstumsstopps – sei es durch replikative 
oder Stress-induzierte Seneszenz oder auch durch Kontaktinhibition im Rah-
men hochkonfluenter Kulturen – findet sich ein Anstieg X-Gal gefärbter Zellen. 
Beachtet man diese Einschränkung bei der Durchführung der Färbung, ist der 
hohe Stellenwert der SA-ß-Galaktosidase-Aktivität als einfacher und univer-
seller Seneszenzmarker nachvollziehbar und begründet. 
5.4 Diskussion der Telomerlänge 
Telomere schützen die Enden linearer Chromomosomen davor, als 
Doppelstrangbrüche erkannt zu werden und ermöglichen eine DNA-Replikation 
ohne Verlust genomischer DNA.145 Als Folge des semikonservativen 
Replikationszyklus der linearen DNA mit Hilfe von DNA-Polymerasen, die für 
die Synthese auf RNA-Primer angewiesen sind und ausschließlich in 5‘  3‘-
Richtung synthetisieren können, geht eine Zellreplikation mit einem Verlust an 
telomerischer DNA am 5´-Ende einher (End-Replikationsproblem). Aus diesem 
Grund gilt die Telomerlänge als „Replikometer“ oder eine Art „mitotische Uhr“, 
die Hinweise auf das Alter der Zelle bzw. das verbleibende Proliferations-
potential gibt.146 In der Tat weisen zahlreiche Studien einen steten Telomer-
verlust somatischer Zellen in Abhängigkeit der kumulativen Zellverdopplungen 
nach.59, 110 
Olovnikov entdeckte die Telomerverkürzung als molekularbiologische Korrelat 
des von Hayflick beobachten limitierten Proliferationspotentials humaner 
diploider Zellen mit dem Endpunkt der replikativen Seneszenz.24, 54 Bewiesen 
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wurde dieser Zusammenhang durch die artifizielle Überexpression von 
Telomerase – einem Enzym, das durch Synthese der Telomerrepeats TTAGGG 
in der Lage ist, die Telomere zu verlängern: Eine Transfektion von humanen 
Fibroblasten und retinalen Pigmentepithelzellen mit hTERT verhinderte eine 
Telomerverkürzung der Zellen während der in vitro Kultivierung und das 
Eintreten der replikativen Seneszenz.39 Auch immortale Zellen wie Krebszellen 
oder Keimbahnzellen verfügen mit aktivierter Telomerase oder „alternative 
lengthening of telomeres“ (ALT) über Mechanismen, die es den Zellen 
ermöglichen, trotz des End-Replikationsproblems ihre Telomerlänge konstant 
zu halten. Dass eine suffiziente Telomerlänge dabei eine zwingende Voraus-
setzung für das unendliche Proliferationspotential ist, zeigt sich nach Inakti-
vierung der Telomerase bei Telomerase-positiven Tumorzellen: die ehemals 
immortalen Zellen zeigten einen progredienten Telomerverlust, der schließlich 
zum Absterben der Zellen führte.147, 148 Eine Verkürzung der Telomere auf ein 
kritisches Level hat sich allgemein als verlässlicher Indikator für das Auftreten 
von Seneszenz (replikative Seneszenz) oder Zelltod in Abhängigkeit des 
genetischen Backgrounds der betrachteten Zelle erwiesen und fungiert als 
protektiver Mechanismus in der Kanzerogenese.27 Doch auch lange, 
dysfunktionale Telomere149 oder schädigende Einflüsse wie Bestrahlung,150 
oxidative Schädigung95, 122, 144 durch Hyperoxie, H2O2 und tert-Butylhydro-
peroxid oder eine Onkogenaktivierung73 können zelluläre Seneszenz (SIPS) 
induzieren, die unabhängig von der Telomerlänge ist.29  
Die Telomerlänge ist somit mehr als nur ein Zähler mitotischer Zellteilungen 
aufgrund des End-Replikationsproblems oder der alleinige Induktor von zellu-
lärer Seneszenz, sie unterliegt multiplen internen und externen Einflüssen. Die 
Regulation der Telomere inklusive ihrer Länge ist ein komplexer Vorgang mit 
weitreichenden Konsequenzen auf die gesamte Zellbiologie.92, 93  
In unseren Versuchen zeigte sich eine negativ lineare Korrelation der Telomer-
länge mit den kumulativen Zellverdopplungen, wobei der durchschnittliche 
Telomerverlust unter Kontrollbedingungen 140 bp/cpd betrug und unter chro-
nisch oxidativem Stresseinfluss mit 219 bp/cpd signifikant höher lag. Diese 
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur, die einen Telomerverlust 
humaner somatischer Zellen von 100-200 bp unter Standardkultur-
bedingungen konstatieren59 und einen erhöhten Telomerverlust pro cpd unter 
chronisch oxidativer Schädigung.90, 124, 133, 151 Beachtet man allerdings, dass 
bereits eine Kultivierung unter Kontrollbedingungen mit „Kulturstress“ und 
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überphysiologischem Sauerstoffpartialdruck vergesellschaftet ist, überschätzen 
die beobachteten in vitro Ergebnisse sicherlich die in vivo auftretenden 
Telomerverkürzungen aufgrund oxidativer und möglicherweise anderen Schä-
digungen. Die beobachteten Telomerverkürzungen sind bereits unter Kontroll-
bedingungen so hoch, dass sie nicht ausschließlich durch das End-
Replikationsproblem erklärt werden können.151 Telomer-immanente Charak-
teristika prädisponieren dabei für oxidative Schädigungen im Vergleich zu 
genomischer DNA.  
Telomere sind mit ihren GGG Sequenzen besonders anfällig für oxidative 
Schädigung94 und zeigen darüber hinaus im Vergleich zur restlichen DNA eine 
eingeschränkte DNA-Reparaturfähigkeit von Einzelstrangbrüchen.152 Zwar sind 
Doppelstrangbrüche in der Lage einen Zellzyklusarrest zu induzieren, um der 
Zelle Zeit für die Reparatur zu geben,90 doch scheinen vor allem 
Einzelstrangbrüche bei der Verkürzung der Telomere unter chronisch 
oxidativem Stress eine Rolle zu spielen.151 Die Blockierung der Replikations-
gabel durch unreparierte Nukleotide oder Schäden an den Basen wird dabei als 
– allerdings replikationsabhängige – Ursache des erhöhten Telomerverlusts 
diskutiert.151, 132 Auch eine verminderte Bindungsaffinität der Telomer-
regulierenden Proteine TRF1 und TRF2153 durch oxidative Schäden oder 
abasische DNA-Abschnitte mag auch replikationsunabhängig an der erhöhten 
Verkürzungsrate beteiligt sein. Zusammenfassend sprechen die vorliegenden 
Daten aus den chronisch oxidativen Stressversuchen mit bereits bekannter 
Anfälligkeit der telomerischen DNA gegenüber oxidativen Schäden dafür, dass 
replikative Seneszenz Telomerlängen-abhängig ist, die Telomerlänge aber 
durch externe Faktoren negativ (ROS) wie positiv (Antioxidantien) beeinflusst 
werden kann und somit als Resultat von oxidativer Schädigung und anti-
oxidativen Abwehrmechanismen gesehen werden sollte.91, 132  
Oxidative Schäden sind allerdings nicht nur an der telomerabhängigen repli-
kativen Seneszenz beteiligt, in höheren subletalen Dosen können ROS auch 
telomerunabhängige, prämature Seneszenz (SIPS) induzieren. Analog zu 
Fibroblasten74 zeigte sich auch bei Chondrozyten im Rahmen unser akuten 
subletalen Stressversuche 24 h nach H2O2-Exposition keine signifikante 
Telomerlängenveränderung trotz der Entwicklung von Seneszenz-assoziierten 
Morphologieveränderungen, SA-ß-Galaktosidasepositivität und einem weitest-
gehenden Proliferationsarrest. Nach einer weiteren 4-wöchigen Subkulti-
vierung der subletal gestressten Chondrozyten fand sich hingegen ein signi-
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fikanter Telomerverlust im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis kann 
dahingehend interpretiert werden, dass einige wenige Zellen, die aufgrund 
ihrer antioxidativen Abwehrkapazität den Eintritt in die Seneszenz verhindern 
konnten, kompensatorisch vermehrt proliferierten und in Verbindung mit 
bestehenden oxidativen Telomerschäden für den beobachteten Telomerverlust 
verantwortlich sind. Diese Sichtweise erfordert somit Zellreplikation oder 
Endoreduplikation154 als erforderliche Grundlage für die Telomerverkürzung.132 
Andererseits ist nicht auszuschließen, dass nach Induktion der Stress-indu-
zierten prämaturen Seneszenz durch subletale H2O2-Konzentrationen auch in 
Chondrozyten ein positiver Verstärkerkreis mit prolongierter, erhöhter intra-
zellulärer ROS-Produktion155, 156 an der Aufrechterhaltung der Seneszenz be-
teiligt ist. Diese könnten auch proliferationsunabhängig – eben bei irrever-
siblem Zellzyklusarrest im Rahmen der Seneszenz – eine direkte 
Telomerschädigung hervorrufen.  
Zumindest nach einer gewissen Latenzzeit scheinen bei humanen Chondro-
zyten die Telomerlänge oder eher die Funktionalität der Telomere in der 
primär Telomer-unabhängigen – oder besser Telomerlängen-unabhängigen – 
SIPS durch H2O2 eine Rolle zu spielen. Es bedarf mit Sicherheit weiterer 
Studien, um die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der replikativen Senes-
zenz und der SIPS als Subtypen der zellulären Seneszenz weiter aufzudecken 
und zu verstehen.  
5.5 Diskussion der Genexpression 
Ein weiterer Fokus der Arbeit lag auf der Untersuchung des Einflusses von 
oxidativem Stress auf das Expressionsprofil Telomer-assoziierter Gene (TRF1, 
TRF2, XRCC5) und Zellzyklusregulatoren (p21, SIRT1) in jungen und (prä-) 
seneszenten humanen Chondrozyten.  
Die telomere repeat binding factors (TRF) 1 und 2 sind Bestandteile des 
telomerschützenden Shelterin-Komplexes und an der Ausbildung des charak-
teristischen t-loops maßgeblich beteiligt.42 Während TRF1 die telomerische 
DNA am Ende der Chromosomen für die erforderliche Schlinge umschlägt,46 
sorgt TRF 2 durch die Insertion des 3‘-Überhangs in den DNA-Doppelstrang für 
die Ausbildung des d-loops und kontrolliert den Zugang zum 3‘-Überhang.44 
Darüber hinaus kontrollieren TRF 1 und TRF 2 – möglicherweise durch 
sterische Hinderung – den Zugang der Telomerase und sind auf diese Weise 
negativ an der Telomerlängenregulation beteiligt.157, 158  
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In unseren Akutversuchen zeigte sich eine signifikante Steigerung der TRF2 
Expression innerhalb der ersten 12 h, wobei junge Zellen ihr Expressions-
maximum früher als alte Chondrozyten erreichten. Anschließend kehrte die 
Expression wieder auf das Ausgangsniveau zurück. Die TRF1 Expression zeigte 
keine physiologisch relevanten Änderungen. TRF2-Überexpression zeigte einen 
protektiven Effekt im Rahmen der durch oxidativen Stress induzierten 
Apoptose,159 und passt auf diese Weise in die Reaktion der Zelle, durch er-
höhte Expression von TRF2 dem oxidativen Insult zu begegnen. Trotzdem 
scheint eine erhöhte Expression die Zelle nicht vor dem Eintritt in die 
Seneszenz zu schützen.160 Darüber hinaus schädigt oxidativer Stress neben 
Proteinen, Lipiden und weiteren Zellbestandteilen vor allem auch telomerische 
DNA.94 Durch eine alterierte telomerische Sequenz vermindert sich die 
Bindungsaffinität der TRF-Proteine.153 Dadurch wird die Integrität des t-loops 
gefährdet und TRF ist nicht mehr in der Lage, funktionale Telomere zu 
gewährleisten.44 Folglich werden die Chromosomenenden als Doppel-
strangbrüche erkannt, die die Aktivierung von DNA-Reperaturmechanismen 
wie NHEJ zur Folge haben. Schlussendlich werden trotz hoher TRF Expression 
Signalwege induziert, die in Apoptose oder Seneszenz enden.161, 162  
Die Chondrozyten reagierten auf den oxidativen Schaden mit einer erhöhten 
Expression von TRF2, um vermutlich die verminderte Bindungsaffinität oder 
die sicherlich auch direkte Schädigung der Proteine mit ihren fatalen 
Konsequenzen zu kompensieren. Der verspätete Anstieg der Expression in 
alten Zellen legt hier bereits eine beeinträchtigte oxidative 
Stressbewältigungskapazität von alten Chondrozyten nahe. 
Ein weiterer Untersuchungsgegenstand war das Expressionsprofil des 
Zellzyklusregulators p21. p21 ist ein Cyclin-abhängiger Kinaseinhibitor, der 
unter anderem den zytostatischen Effekt des Tumorsupressorproteins p53 ver-
mittelt und ein wichtiges Element in der Entwicklung zellulärer Seneszenz dar-
stellt.26, 163 p53 seinerseits steht als zentraler Vermittler der Zelle als Antwort 
auf unterschiedliche zelluläre Stressreize wie Radiatio, oxidative Schädigung 
oder dysfunktionale Telomere. p53 reguliert die Transkription verschiedener 
Zielgene, die Zellzyklusarrest induzieren (p21) und denen eine Rolle in der 
Seneszenzentstehung, Apoptose und DNA-Reparatur zugesprochen wird.164, 165 
In unseren Versuchen führte eine subletale oxidative Schädigung der Chondro-
zyten mit H2O2 sowohl in jungen als auch in alten Zellen zu einem 
signifikanten Expressionsanstieg von p21, der ähnlich auch bei Fibroblasten 
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nachgewiesen werden konnte.74 Das Maximum war mit dem Expressionsniveau 
in seneszenten Zellen vergleichbar, bevor es wieder auf Werte fiel, die immer 
noch signifikant über der Kontrollgruppe lagen.  
Das Protein des untersuchten Gens SIRT1 beeinflusst direkt den oben 
skizzierten Ablauf einer Stress-induzierten Antwort der Zelle über p53 und 
p21. SIRT1 ist eins von sieben beim Menschen bekannten Sirtuinen (SIRT1-
SIRT7), die als Charakteristikum alle eine NAD-abhängige katalytische 
Domäne mit dem namensgebenden und erstmals in der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae entdeckten Sir2 (silent information regulator 2) teilen.166, 167 Sir2 
konnte in Saccharomyces cerevisiae die Lebensspanne verlängern168 und auch 
in Würmern67 und Fliegen68 konnte ein positiver Effekt der Sirtuine auf die 
Lebensspanne festgestellt werden. SIRT1 ist dem Sir2 strukturell am ähn-
lichsten169 und fungiert mit seiner NAD-abhängigen Deacetylase unter ande-
rem als negativer Regulator von p53.66 Auf diese Weise schwächt SIRT1 die 
Apoptose- und Seneszenz-induzierende Wirkung von p53 und begünstigt das 
Überleben der Zelle nach akuter Stressexposition69, 170, 165 und könnte so auch 
für Chondrozyten ein wirkungsvoller Mechanismus sein, ungünstige 
Wachstumsbedingungen und Stress zu bewältigen.132, 171 Darüber hinaus 
scheint eine verminderte SIRT1-Aktivität in Chondrozyten durch Änderung des 
Expressionsprofils an der Entstehung von Arthrose beteiligt zu sein.172 
In unseren Versuchen war die SIRT1-Expression nach akut subletaler oxida-
tiver Schädigung sowohl in jungen als auch in alten Zellen erhöht, wobei der 
Anstieg in jungen Zellen höher ausfiel. Legt man den beschriebenen negativen 
Regulationseinfluss von SIRT1 auf p53 zu Grunde, spricht dies für eine bessere 
Stressbewältigungskapazität junger Zellen im Vergleich zu alten Zellen.132 
Auch ein Arthrose-protektiver Effekt durch höhere SIRT1 Expression in jungen 
Chondrozyten ist nicht auszuschließen. 
Das letzte untersuchte Gen XRCC5 ist involviert in der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrüchen (double strand breaks, DSB) und nimmt dadurch eine 
wichtige Rolle in der Bewältigung von oxidativ induzierten DNA-Schäden und 
der Prävention von Seneszenz und Apoptose ein. Während H2O2 in moderaten 
Dosen sowohl zu oxidierten Basen, Einzelstrangbrüchen als auch Doppel-
strangbrüchen führt, werden bei akut subletalen Dosen vor allem 
Doppelstrangbrüche in hoher Frequenz als charakteristisches Schadens-
merkmal angesehen.173 DSB aktivieren in der Zelle eine Schadensantwort 
(DNA-Damage response, DDR), die bei Persistenz über p53 und p21 den 
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Eintritt in die Seneszenz bzw. Apoptose vermittelt.144, 174 Um dies zu ver-
hindern, müssen die DSB repariert werden. Säugetiere verfügen hierfür über 
die Mechanismen des „homology directed repair“ (HDR) und des „non-
homologous end-joining“ (NHEJ).175 Bei dem NHEJ werden DSB – zwei Enden 
linearer DNA-Abschnitte – zusammengeführt und ligiert. Für diesen Vorgang 
wird in Säugetieren die DNA-abhängige Proteinkinase (DNA-PK) benötigt, die 
aus einer katalytischen Untereinheit (DNA-PKcs) und einer Ku-Untereinheit 
besteht. 176 Ku seinerseits ist ein Heterodimer bestehend aus Ku70/Ku80 – 
wobei das untersuchte Gen XRCC5 die Ku80 Untereinheit kodiert49 – und sorgt 
für die Erkennung der DSB.177 In der Folge ermöglicht Ku der DNA-PKcs und 
anderen beteiligten Proteinen den Zugang und die Reparatur des Doppel-
strangbruchs.51 Während man in proliferierenden Zellen eine erhöhte XRCC5-
Expression feststellen kann, um die Reparatur von DSBs zu erleichtern, 
scheint eine sinkende Expression ein Indikator für weitreichende DNA-Schäden 
und Apoptose zu sein.178 Der in unseren Versuchen beobachtete Anstieg der 
XRCC5-Expression ist Hinweis dafür, dass Chondrozyten – ähnlich wie MSCs133 
– zur Bewältigung akut oxidativer Schädigung ihr Reparatursystem hochregu-
lieren können.132 
Betrachtet man zusammenfassend die Expressionsverläufe der zellprotektiven 
Gene SIRT1 und XRCC5, spricht der geringere Anstieg in alten Zellen für eine 
verminderte DNA-Reparatur- und somit Stressbewältigungskapazität im Ver-
gleich zu jungen Zellen.130, 132 Ob die Ursache hierfür der oxidative Stress an 
sich ist oder die Akkumulation von DNA-Schäden verantwortlich ist, kann nicht 
abschließend geklärt werden. Während junge Zellen nach einem oxidativen 
Insult noch mit verminderter Rate proliferierten, stellten alte Zellen ihr 
Wachstum komplett ein. Die Kombination aus DNA-Schäden und verminderter 
Reparaturkapazität leitet vermutlich den Eintritt in die zelluläre Seneszenz ein, 
sobald eine gewisse Grenze an kumulativen DNA-Schäden überschritten 
wurde. Auch die erhöhte p21-Expression in alten Chondrozyten und der An-
stieg der p21-Expression nach oxidativer Schädigung auf dazu vergleichbare 
Werte bestätigen den Einfluss akkumulierender DNA-Schädigung und 
Telomerverkürzung auf die zelluläre Alterung. p21 scheint daher ein verläss-
licher Marker für kumulative DNA-Schädigung und Seneszenz zu sein.132 
72 Diskussion 
  
5.6 Perspektiven 
Das Phänomen der Seneszenz gestaltet sich als zunehmend komplexe Auf-
gabe. Ursprünglich allein mit Hilfe der Telomerbiologie erklärt (replikative 
Seneszenz), zeigt sich heute die Vielschichtigkeit dieses Themenkomplexes 
anhand des Einflusses vieler endogener und exogener Stressoren und den 
immanenten Bewältigungsstrategien der Zellen zur Abwehr dieser Stressoren. 
Die im Rahmen dieser Arbeit angestoßene Verknüpfung der Genese der 
Seneszenz von Chondrozyten unter Stress mit Telomer-assoziierten Genen, 
DNA-Reparaturgenen sowie Zellzyklusregulatoren ist ein weiterer Schritt, die 
molekularen Mechanismen der Seneszenz aufzudecken. Folgeversuche mit der 
Berücksichtigung weiterer Gene werden zu einem tieferen Verständnis der 
Zusammenhänge führen und die Basis für zukünftige interventionelle Ansätze 
bilden, die Qualität von in vitro kultiviertem Knorpelgewebe im Rahmen des 
Tissue Engineering weiter zu verbessern. 
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6 Zusammenfassung 
Die Arthrose ist die häufigste Gelenkerkrankung und führt zu Schmerzen und 
Bewegungseinschränkung bei den betroffenen Patienten. Die mangelhafte 
Selbstheilungskapazität des bradytrophen Knorpelgewebes nach (osteo-) 
chondralen Defekten als präarthrotische Deformität führte zur Entwicklung 
zahlreicher Behandlungsstrategien in den letzten Jahrzehnten mit vor allem 
langfristig nicht befriedigenden Ergebnissen. Neueste Ansätze der autologen 
Chondrozytentransplantation als klinisches Anwendungsgebiet des Tissue 
Engineering erfordern nach Knorpelbiopsie eine expansive in vitro Kultivierung 
isolierter Chondrozyten, die wie die meisten diploiden Zellen nach einer 
gewissen Anzahl von Zellteilungen ihre Proliferation einstellen und in das 
Stadium der zellulären Senszenz eintreten. Seneszente Zellen unterscheiden 
sich in zahlreichen Charakteristika von terminal differenzierten Zellen und sind 
unter anderem in der Pathogenese altersassoziierter Krankheiten involviert. 
Oxidativer Stress beeinflusst die Seneszenzentwicklung und die Effekte auf an 
hypoxische Umgebungsbedingungen adaptierte Chondrozyten sind weitest-
gehend unbekannt. 
Die vorliegende Arbeit untersuchte die Effekte von akut subletaler und 
chronisch niedrig dosierter Wasserstoffperoxidexposition auf arthrotische 
Chondrozyten in Bezug auf Proliferationsverhalten, Morphologie, ß-
Galaktosidaseexpression, Telomerlänge und Expression Telomer-assoziierter 
Gene, sowie Regulatoren des Zellzyklus und DNA-Reparaturgene. 
Die chronische Applikation von 10 µM H2O2 hatte keinen Einfluss auf 
Proliferationsverhalten, Morphologie oder ß-Galaktosidaseexpression im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. In beiden Gruppen zeigte sich mit zunehmender 
Kultivierungsdauer eine gleichförmige Entwicklung Seneszenz-assozierter Ver-
änderungen: reduziertes Proliferationspotential, vergrößerte, plumpe Zell-
morphologie und Zunahme der ß-Galaktosidaseexpression. Akut subletaler 
oxidativer Stress induzierte Zellzyklusarrest, seneszenz-assozierte morpholo-
gische Veränderungen und ß-Galaktosidaseexpression. Subletale und 
chronische Applikation beschleunigten den Telomerverlust, wobei dieser nach 
akut subletaler Schädigung erst nach einer Latenz von 4 Wochen detektierbar 
war. Die Effekte von akut subletaler oxidativer Schädigung bezüglich des Proli-
ferationsverhalten und der Telomerbiologie waren in Zellen später Passagen 
ausgeprägter als in jungen Chondrozyten.  
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Akut oxidative Schädigung der Chondrozyten führte zu einem Anstieg der p21 
Expression auf ein mit seneszenten Zellen vergleichbares Niveau. TRF2 als Be-
standteil des Shelterin-Komplexes schützt die Telomerenden und zeigte eine 
erhöhte Expression als Zeichen der Zellantwort auf den oxidativen Stress. 
SIRT1 und XRCC5 ermöglicht Zellen, widrige Umgebungsbedingungen zu 
bewältigen und den Eintritt in die Seneszenz oder Apoptose zu verhindern. De-
ren Expression war nach akut oxidativer Schädigung ebenfalls erhöht, wobei 
der Anstieg in Zellen später Passagen reduziert war. Zusammenfassend be-
schleunigte oxidativer Stress den Telomerverlust humaner Chondrozyten und 
deren Seneszenzentwicklung, wobei Zellen später Passagen eine verringerte 
Toleranz gegenüber oxidativem Stress konstatiert werden muss. 
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